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Die Wirkung von Antibiotika auf Paramaecium caudatum 


Von 


Helmut Kaunat 


Aus dem Mikrobiologischen Institut der Universitat Rostock 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. K. Poppe) 


Mit 25 Textabbildungen 


(Eingelangt am 20. Dezember 1954) 


’ Einleitung 


Uber die Wirkung der Antibiotika auf Protozoen liegen verhaltnismafig 


wenige Untersuchungsergebnisse vor. Meistenteils handelt es sich um An- 
gaben iiber die Toxizitat und die Inhibitionswirkung der Antibiotika gegen- 
iiber pathogenen Protozoen. Das ist verstaindlich, denn Resistenz- 
priifungen an freilebenden Protozoen besitzen geringeres therapeutisches 
Interesse. 

Wenn in der vorliegenden Arbeit ein freilebendes Protozoon als 
Versuchsobjekt benutzt wurde, so waren hierzu folgende Griinde maf- 
gebend: 

Erstens mehren sich die Angaben iiber Schadigungen des Organismus 
durch Antibiotika. Es ware méglich, daR gewisse Schadigungen durch eine 
direkte Beeinflussung des Stoffwechsels von Gewebszellen durch die Anti- 
biotika zustande kommen. Es wird deshalb eine Priifung der Antibiotika- 
wirkung an iiberlebenden Gewebszellen notwendig sein. Die gemeinsame 
Auswertung der an den Gewebszellen und der an freilebenden Protozoen 
gewonnenen Ergebnisse kénnte dann u. U. eine schnellere Lésung des 


Problems herbeifiihren. 


Zweitens kénnten cytomorphologische und physiologische Studien an 
antibiotikabehandelten Protozoen Hinweise auf den Wirkungsmechanismus 
der Antibiotika ergeben. Gewisse freilebende Protozoen waren wegen 
ihrer GréRe, guten Durchsichtigkeit und leichten Ziichtbarkeit fiir der- 
artige Untersuchungen gut geeignet, vorausgeseizt, da sie auf das betref- 
fende Antibiotikum ansprechen. Es ist allerdings zu bedenken, da durch 
Unterschiede in der Organisation der Protozoen-, Gewebs- und Bakterien- 
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zelle auch Unterschiede in der Wirkungsweise ein und desselben Anti- 
biotikums bestehen kénnen. 

Paramaecium caudatum, das Hauptobjekt der vorliegenden Unter- 
suchungen, entspricht allen vorstehend geauferten Forderungen. Es ist 
dariiber hinaus von allen Protozoen am eingehendsten studiert worden 
(vgl. die Monographie von Kalmus, Paramecium, 1931), so daf Abwei- 
chungen von der Norm verhialtnismafig leicht festgestellt werden kénnen. 


Literaturiibersicht 


Nadhstehend wird ein kurzer Abriff iiber diejenigen Arbeiten gegeben, 
die sich mit der Priifung der Wirksamkeit von Penicillin, Streptomycin 
und Chloromycetin auf pathogene und freilebende Protozoen befassen 
(itiber Xanthocillin X liegen keine diesbeziiglichen Untersuchungen vor): 

Penicillin soll gegeniiber Plasmodium vivax in vivo unwirksam sein 
(Lyons, Champ 1943; Herrel u. Mitarb. 1944). 

Die gleiche Unwirksamkeit in vivo zeigt es gegeniiber Trypanosoma 
equiperdum (Robinson 1943) und Trypanosoma lemisi (Augustine 
u. Mitarb. 1944). 

Bei chronischer Amoebenruhr lieB sich eine Wirkungssteigerung durch 
Zugabe von Penicillin zu Emetinhydrochlorid und Sulfaguanidin erzielen 
(Merck's Jahresbericht, 1947—1948). Das Wachstum einer Reinkultur von 
Trichomonas foetus wird durch 1000—2500 IE/em* gehemmt (C ol le 1947), 
und durch 80.000 [E/cm* wird innerhalb einer Minute die Kultur abgetétet 
(Morganu. Campbell 1946), Walter u. Mitarb. (Merck’s Jahres- 
bericht, 1951) erzielten durch Penicillin eine Besserung der Symptome bei 
Trichomonasvaginitis. 

Liitzenkirchen (1952) untersuchte den Einflu& verschiedener Anti- 
biotika auf Trichomonas vaginalis. Der Autor stellte einen teilungshem- 
menden Einflu& von Penicillin erst bei einer Konzentration von 8000 [E/em* 
fest. Jirovec (1951) priifte die Wirksamkeit des gelben Penicillins 
(Shenley) und des reinen kristallisierten Penicillins G (Lilly) gegeniiber 
freilebenden Flagellaten (Polytomella coeca, Polytoma uvella, Chilomonas 
paramaecium, Euglena gracilis) und fakultativ parasitisch (Astasia chattoni) 
bis parasitisch lebenden Flagellaten (Strigomonas oncopelti), ferner gegen- 
iiber Glaucoma piriformis (fakult. parasit. Ciliat). Es ergab sich, daf nur 
eine sehr hohe Konzeniration des gelben Penicillins (50.000 [E/em*) diese 
Protozoen (bis auf die griinen Euglenen) innerhalb 10—20 Minuten ab- 
tétet. Es ist bemerkenswert, daf die farblose Euglena gracilis bereits nach 
30 Minuten abgetétet wurde, wahrend die griine Euglena gracilis noch nach 
24 Stunden keine Schadigung aufwies. 10.000 [E/em* wurden von allen 
Protozoen gut veriragen. Das reine Penicillin G war selbst in einer Konzen- 
tration von 50.000 IE/cm’ fiir die Protozoen, aufer Chilomonas (Abtétung 
nach 30 Minuten) und Glaucoma (Abtétung nach 3 Stunden), fast unschid- 
lich. 100—1000 IE/cm* verursachten keine Teilungshemmung. 

Fiir Streptomycin liegen folgende Ergebnisse vor: Nach Molaret 
(Merck’s Jahresbericht, 1947—1948) soll Streptomycin gegeniiber patho- 
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genen Protozoen unwirksam sein. Das Antibiotikum eignet sich fiir die 
elektive Ziichtung der Entamoeba histolytica aus dem Stuhl, da diese nicht 
angegriffen wird, wahrend die anderen Keime der Faeces zugrunde gehen 
(Spingarn u. Edelman, Merck’s Jahresbericht, 1949). 

Auch Jirovec erwahnt, da auf diesem Wege mittels Penicillin und 
Streptomycin Reinkulturen solcher Protozoenarten gewonnen werden kén- 
nen, die in einem stark verunreinigten Milieu leben, z. B. Trichomonas 
vaginalis und Trichomonas foetus (s. a. Liitzenkirchen, l. ¢.). 

Liitzenkirchen konnte die Wirkungslosigkeit von Streptomycin 
gegeniiber Trichomonas vaginalis innerhalb eines Konzenirationsbereiches 
von 10.000 bis 100.000 SE/cm* feststellen. 

Jirovec (1948) priifte die Wirksamkeit von Streptomycin — Calcium- 
chloridkomplex (Merck) an den gleichen Protozoen, die schon oben ge- 
nannt sind (Jirovec 1951). Dariiber hinaus benutzte der Autor die grii- 
nen Flagellaten Chlorogonium elongatum, Chlamydomonas pseudogloe und 
Euglena stellata. Orientierende Versuche ergaben, daft selbst Konzentratio- 
nen von 10.000 bis 50.000 SE/cm* fiir die Protozoen unschadlich sind; alle 
Arten blieben 24—48 Stunden am Leben, ohne daf Anzeichen einer Schadi- 
gung auftraten. Bei der Mehrzahl der Protozoen war jedoch die Teilung 
mehr oder weniger gehemmt. Bei Polytoma uvella und Chilomonas para- 
maecium verursachte eine Konzentration von 100 SE/cm* eine vollstandige 
Teilungshemmung. Bei Polytoma hemmten 10SE/cm* noch deuitlich, bei 
Chilomonas noch 20 SE/cm*. Die Teilung von Polytomella coeca wurde durch 
300 SE/em* vollstaindig gehemmt. Bereits 10 SE/em* bewirkten an Chloro- 
gonium elongatum und Chlamydomonas pseudogloe die véllige Einstellung 
der Teilung. 

Bei Euglena gracilis, Euglena stellata und Astasia chattoni trat oberhalb 
20 SE/em® eine Verlangsamung der Vermehrung ein. 

Streptomycin bewirkte ferner den Verlust des Chlorophylls z. B. bei 
Euglena gracilis, Stamm Pringsheim und Stamm Prowazoli, ferner bei 
Euglena stellata. Fiir Euglena gracilis geniigten bereits 50 SE/em*® und fiir 
Euglena stellata 25 SE/em*, um den Verlust des Chlorophylls herbeizufiih- 
ren. Nach der Uberimpfung auf streptomycinfreie Nahrbéden ergriinten 
diese Formen wieder. Die Ergriinung erfolgte um so spater, je héheren 
Streptomycinkonzentrationen diese Flagellaten anfangs ausgesetzt waren. 
Die Strigomonaden vermehrten sich auch bei 2000 SE/cm* normal. Glaucoma 
piriformis erlitt durch 100—2000 SE/cm® eine teilweise Teilungshemmung. 

Uber die Wirksamkeit des synth. Chloronitrins auf Protozoen 
liegen meines Wissens keine Untersuchungsergebnisse vor. Da jedoch das 
Chloronitrin den gleichen chemischen Aufbau und das gleiche biologische 
Wirkungsspektrum besitzt wie Chloromycetin, werden nachstehend die mit 
diesem Antibiotikum erzielten Ergebnisse mitgeteilt. Chloromycetin soll 
selbst in einer Konzentration von 1:500 gegeniiber pathogenen Formen, 
wie Tetrahymena geleii, Entamoeba histolytica und Trichomonas foetus 
innerhalb 48 Stunden unwirksam sein (Smith u. Mitarb. 1948). Eine 
Konzentration von 1: 2000 bewirkt bei Tetrahymena geleii vollstandige 
Teilungshemmung (Loe f fer 1950). 


1* 
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An der freilebenden Amoebe Pelomyxa carolinensis konnten Smith 
u. Mitarb. (I. c.) ebenfalls die Unwirksamkeit von Chloromycetin feststel- 
len, und iiber eine teilweise Teilungshemmung von Euglena gracilis durch 
eine Konzentration von 1 : 500 berichtet Loef fer (I. c.). 

Jirovec (1954, l. c.) untersuchte die Wirkung von synth. Chloromycetin 
auf die gleichen Protozoen, die fiir die Penicillinversuche benutzt wurden. 
Es ergab sich, daf selbst Lésungen von 1 : 500 und 1 : 1000 fiir diese Proto- 
zoen nicht toxisch sind. Eine véllige Teilungshemmung ergab sich nur in 
einer Konzentration von 1 : 3000; bei 1 : 6000 bis i : 12.000 war die Teilung 
noch deutlich gehemmt, wiahrend bei 1 : 24.000 keine Wirkung zu verzeich- 
nen war. 


Experimentelles 
1. Materialund grundlegende Methodik 


Das Hauptuntersuchungsobjekt war Paramaecium caudatum (Ehrenb.). 
Jedoch wurden zur Ergainzung der an diesem Objekt gewonnenen Erkennt- 
nisse auch andere Ciliatenarten benutzt (Paramaecium bursaria, Stylonychia 
mytilus, Spirostomum ambiguum und Coleps hirtus). 

Von Paramaecium caudatum wurden im Verlauf der Untersuchungen 
drei Klone geziichtet: Klon A, B und C, 

Das Stammtier von Klon A wurde Anfang Mai in einem Rostocker Ab- 
wassergraben gefangen. Es war auffallig, da das Wasser trotz seines hohen 
Gehaltes an E. coli nur sehr wenige Paramaecien als auch andere Proto- 
zoen enthielt. 

Die Individuen von Klon A enthielten anscheinend keinen Mikro- 
nukleus. Jedenfalls war dieser weder durch Farbungen noch im Phako 
nachzuweisen. Dessenungeachtet verlief der Teilungsmodus iiber zweiein- 
halb Monate normal. Nach diesem Zeitraum sank die Teilungsrate ab, so 
daf der Klon fiir weitere Untersuchungen ausschied. 

Herkunftsort von Klon B war ein Dorfteich in der Umgegend von 
Rostock. Fangzeit: Anfang Juli. 

Klon C entstammte einem Aquarium des Zoologischen Instituts. Die 
Rohkultur, aus der dieser Klon herausgeziichtet wurde, enthielt sehr viele 
Konjugationsstadien. An vielen Exkonjuganten war eine Endomixis festzu- 
stellen. Erstaunlich war, daf selbst unter den Klontieren noch vereinzelt 
eine Endomixis auftrat. 


Anlage und Kultur der Klone 


Ein einzelnes Paramaecium wurde der Rohkultur entnommen und nach 
mehrmaliger Passage durch sauberes Wasser in das_bakterienhaltige 
Medium iibertragen. Der bereits nach mehreren Tagen iiber tausend Indi- 
viduen zahlende Klon wurde in etwa % Liter Nahrmedium enthaltende 
Becherglaser aus Jenaer Glas umpipettiert und diese an einem kiihlen und 
mafig hellen Ort aufgestellt. 

Das Nahrmedium bestand aus 1:90 verdiinnter Pferdefleischbouillon, 
der kleine Steckriibenstiickchen zugegeben wurden. Die Impfung des 
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Mediums erfolgte mit einigen Tropfen einer Reinkultur von Escherichia 
coli, Alle 10 bis 14 Tage wurde ein kleiner Teil der Massenkulturen von 
Paramaecium in frisches Nahrmedium umpipettiert. 

Fiir die Versuchsserien bestand das Nahrmedium aus einem Teil der 
normalen Pferdefleischbouillon, einem Teil Weizenabkochung und 90 Tei- 
len abgekochtem und filtriertem Wasser aus einem Freilandwasserbecken. 
Die Impfung erfolgte mit einer 24 Stunden alten Kultur von E. coli, 

Verursachte jedoch unter gewissen Kulturbedingungen das Antibioti- 
kum eine so starke Hemmung des Bakterienwachstums, da durch die 
unterschiedlichen Ernahrungsbedingungen in den Versuchs- und Kontroll- 
kulturen die Richtigkeit der Ergebnisse gefahrdet schien, dann wurden die 
Paramaecien mit suspendierten Hefezellen gefiittert. Fiir die Zubereitung 
des Hefemediums wurde das Trockenhefepraparat ,,Levurinose* der Zyma- 
Blaes A. G., Miinchen, verwandt. 140mg Trockenhefe wurden in 100 cm* 
kaltem Wasser durch Schiitteln gleichmafRig suspendiert. 

In dieser Hefesuspension entwickelte sich regelmaRig fast ausschlieRlich 
B. subtilis, der, wie sich spater herausstellte, gegeniiber Chloronitrin und 
Xanthocillin eine hohe Resistenz aufwies. Die Paramaecien gediehen und 
vermehrten sich in diesem Medium recht gut, nur mufte darauf achigege- 
ben werden, da die Versuchstemperatur méglichst nicht 23°C iiberstieg, 
da sonst die Hefe eine zu starke Garung erzeugte. 

Uber die verwandten Kulturgefafe sei folgendes gesagt: Unentbehrlich 
erwiesen sich mit tiefem Hohlschliff (0,5 cm’) versehene dicke Objekttrager. 
Der Hohlschliff wurde durch 10mm hohe Glasschalchen mittels Vaseline 
luftdicht abgeschlossen. Zwecks kurzzeitiger Beobachtung mit dem Binoku- 
lar konnten die Schalchen schnell und bequem entfernt und wieder dicht 
aufgesetzt werden. 

Zur Vermeidung plétzlicher Temperaturschwankungen wurden die 
Objekttragerkulturen in eine feuchte Kammer gestellt. 

War jedoch eine mehrtiagige Ziichtung der Protozoen notwendig, dann 
wurden Kristallisierschilchen, die 3cm* Nahrlésung aufnahmen, benutzt. 
Auch diese wurden gut abgedichtet und in eine gemeinsame feuchte Kam- 
mer gestellt. 

Die Versuchstemperatur schwankte zwischen 24 und 26° C. 

Die haufig vorkommende Auszahlung der Protozoen wurde mit beson- 
deren Glaskapillaren durchgefiihrt. Zum Auszahlen kleinerer Mengen 
Protozoen und zum Uberimpfen derselben dienten lang ausgezogene diinne 
Kapillaren mit einem nur ca. 5mm langen Mundstiick. Diese von S pek 
verbesserten Kapillaren besitzen den Vorzug, daf sie trotz ihrer Lange 
wahrend des Zihlens nahe an der Spitze angefaft werden kénnen; denn 
durch das kurze und daher leichte Mundstiick wird die Kapillare nur wenig 
nach unten gebogen. Ich fertigte mir die Kapillaren aus einem Glasrohr 
von 3mm lichter Weite und 088mm Wandstirke. Die Spitze der Kapillare 
wurde zu einer noch feineren Kapillare von etwa 8mm Lange ausgezogen, 
durch die die Protozoen aber noch reibungslos hindurchgleiten konnten. 

Zum Auszahlen mehrerer tausend Protozoen dienten mir etwa 6 cm lange 
Gummipipetten von ca. 5mm Innendurchmesser, deren vorderes Ende zu- 
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nichst méglichst stumpfkegelig und dann zu einer kurzen feinkapillaren 
Spitze ausgezogen wurde. 

Vor Beginn der Zahlung wurde der Inhalt des betreffenden Kultur- 
schilchens in ein dickwandiges Uhrglas mit flachem Boden (sog. Zimmer- 
mannsglas) entleert. Etwas umstindlicher gestaltete sich die Auszahlung 
bei Anwendung des Hefemediums. Die Hefezellen setzten sich namlich als 
Bodensatz ab, und mit Vorliebe schwammen die Paramaecien in diesem 
herum. Es war dann nur méglich, durch Entnahme kleiner Mengen des 
Bodensatzes und seine Verdiinnung mit Wasser eine genaue Zahlung durch- 
zufiihren. 

Folgende Antibiotika wurden auf ihre Wirksamkeit gepriift: 

Penicillin-Calciumsalz, mit einer Wertigkeit von 1100 IE/mg. 

Streptomycin-Calciumchlorid, mit einer Wertigkeit von 507 SE/mg. 

Streptomycin-Hydrochlorid, mit einer Wertigkeit von 770 SE/mg. 

Chloronitrin, synthetisch gewonnenes Antibiotikum des Strahlenpilzes 
Streptomyces venezuelae (vgl. Chloromycetin). 

Xanthocillin X. von W. Rothe 1948 aus dem Mycel von Penicillium 
notatum Wesiling isoliertes Antibiotikum mit der Summenformel: 
Coan... 

Die ersten vier Praparate sind Erzeugnisse der ,, Jenapharm*, wahrend 
Xanthocillin X vom Arzneimittelwerk Dresden hergestellt wird. 

Penicillin, Streptomycin und Chloronitrin sind wasserléslich. Beim 
Chloronitrin ist allerdings ein kurzes Aufkochen nétig, damit es vollstandig 
in Lésung geht. 


Xanthocillin X ist thermostabil und nur in Alkohol, Ather und Natron- 
lauge bis zu 1% léslich (weitere Angaben s. R. Beiersdorf und W. 
Ahrens 1953). Es wurden 10 mg Xanthocillin in 10 cm* 1/20 norm. Natron- 
lauge so lange gekocht, bis kein Riickstand mehr vorhanden war und die 
Lésung eine intensiv gelbe Farbung aufwies. Umgehend wurden dann mit 
einer Mikropipette abgestufte Mengen dieser Lésung in das Kulturmedium 
iibertragen 1, 


2. Versuchsergebnisse und spezielle Methodik 


a) Der Wirkungsverlauf in Abhangigkeit von der Konzentration 
Versuchsfiihrung: 

Hohlgeschliffene Objekttrager wurden mit je 0,5. cm’ der antibiotischen 
Lésung abgestufter Konzentration versehen und sofort mit Schalchen ab- 
gedeckt. 10 Paramaecien wurden dann in je eine Konzentrationsstufe iiber- 
geimpft und der Zeitpunkt der Uberimpfung notiert. Die kurzzeitige Beob- 
achtung der Objekte erfolgte mit dem Binokular bei 16- bis 42facher Ver- 


1 Wie die Tab. 5 zeigt, besteht beim Xanthocillin trotz seiner Wasserunléslich- 
keit eine Abhangigkeit der Wirkung von der Konzentration. Dies fiihrt zu der 
Vorstellung, da® sich das Antibiotikum in Form von Mikrokristallen den Zell- 
oberflachen anlagert und resorbiert wird. In Anniéherung wiirde demnach die 
Abtétungszeit von der Anzahl der in der Volumeneinheit vorhandenen Mikro- 
kristalle abhangen. 
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groRerung. Im schrag auffallenden Licht einer Mikroskopierlampe konnte 
der Zeitpunkt des Stillstandes der Cilientatigkeit bestimmt werden. 

Die Einstellung der Cilientatigkeit, ein Charakteristikum des Zelltodes, 
erfolgte aber niemals bei allen Paramaecien zu gleicher Zeit, sondern es 
ergaben sich, besonders in den niedrigeren Konzenitrationen, oftmals 
Differenzen in der Lebensdauer. Zur Verminderung des hierdurch bedingten 
Versuchsfehlers wurde der Zeitpunkt gewahlt, zu dem etwa drei Viertel der 
Individuen ihre Cilientatigkeit eingestellt hatten. 

Versuchsergebnisse: 
Penicillin 
Konzentration: 4200—15.000 TE/cem* 

Wie aus dem Kurvendiagramm (Abb. 1) hervorgeht, besteht in diesem 
Bereich eine deutliche Abhangigkeit zwischen der Konzentration des Anti- 
biotikums und der Lebensdauer der Zellen. 
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Unterhalb 4200 IE/cm® erfolgte ziemlich unvermittelt eine starke Aus- 
dehnung der Lebensdauer von 175 Minuten bei 42001E/cm? auf iiber 
48 Stunden bei 3400 IE/cm*, wodurch der starker letale Bereich abge- 
grenzt ist. 

Konzentration: 50—1500 TE/cm* 

Das Versuchsergebnis ist in der “Tab. 1 dargestellt. 

In der ersten senkrechten Spalte sind die Penicillinkonzentrationen an- 
gegeben. Darunter stehend bedeuten Ko; Koy und Koyy die Kontrollen. 
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Die zweite senkrechte Spalte enthalt die Anzahl der pro Kultur eingesetz- 
ten Paramaecien, wahrend in der letzten Spalte die Anzahl der nach 
96 Stunden ausgezahlten Paramaecien angegeben ist. 

Das Wachstum der Penicillinkulturen wurde alle 24 Stunden mit dem 
der Kontrollen verglichen und die Schatzwerte durch Kreuze vermerkt. So 
zeigt z: B. die Spalte 3 fiir die Kontrollen je 2 Kreuze, fiir die Penicillin- 
kulturen — bis auf die oberste waagerechte Spalte — je 1 Kreuz, d. h. in 
den betreffenden Penicillinkulturen ergab die Schatzung deutlich geringere 
Individuenzahlen als in den Kontrollkulturen. Das Zeichen — in der ober- 
sten Querspalte bedeutet: keine Teilung, das Zeichen +: Kultur abge- 
storben. 

Tabelle 1. 





Penicillin Eingesetzte 
IE/cem? Paramaecien 


24h 48h 96h 





-f- 
-+ 


3900 
3110 
3450 
4100 
3600 
1250 
1020 

620 


++ 

+++ 
+++ 
+++ 


++t+++4+4++4 | 
+++4++ 
++ 
+++ +4+4+4++4+ 
++ 





600 
1050 
870 


5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 


+++ +++4+++4 
+++ +4++4+4++4+ 


+++ 
bat 
t+ 











Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, bewirkte das Penicillin in dem Be- 
reich von 400 bis 1250IE/cm* gegeniiber den Kontrollen eine deutliche 
Teilungsférderung, obwohl der Gehalt an Futterorganismen in 
den Penicillinkulturen nicht héher war als in den Kontrollkulturen, Das 
Antibiotikum hemmie anfangs die Zellteilung und entfaltete erst nach etwa 
48 Stunden seine teilungsférdernde Wirksamkeit. 

Charakteristisch fiir die Penicillinwirkung ist der unmittelbare 
Ubergang von der Teilungsférderung zum Zelltod. Es 
fehlt also der sogenannte cytostatische Wirkungsbereich, d. h. derjenige 
Bereich, in dem die Zellteilung iiber langere Zeit gehemmt ist. 


Erganzende Versuche mit Paramaecium bursaria erbrachten folgendes: 
Dieses Ciliat besitzt eine geringere Penicillinresistenz als P. caudatum. Es 
lebte in einer Lésung von 2500 1E/em* nur 15 Minuten und in einer von 
1500 IE/cm* 90 Minuten. 

Unterhalb einer Konzentration von 500 IE/cm* gelang auch mit diesem 
Objekt der Nachweis einer Teilungsférderung. Diese kam beson- 
ders bei ausnahmsweise hohen Versuchstemperaturen (im Mittel = 29° C) 
zum Ausdruck. Das in der Tab. 2 dargestellte Versuchsergebnis erweckt den 
Eindruck einer durch Penicillin gesteigerten Warmeresistenz. Es ist aber 
eher anzunehmen, daft die erhéhte Teilungserregung eine bei héherer Tem- 
peratur schneller vor sich gehende Intoxikation der Zelle verhindert. 
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Trotz der hohen Temperatur besafen die Protozoen eine iiberdurch- 


schnittliche GroRe. 
Tabelle 2. 





Penicillin Eingesetzte 
IE/cem3 Paramaecien 


250 
200 
15) 

50 


94h 





io) SS) ES) | 


Kor 
Koir 


oo 


Streptomycin (CaCl,-Komplex) 

Konzentration: 12—40 mg/cm‘ 
Es ergab sich eine im Prinzip gleiche Absterbekurve, wie sie auch bei 
der Einwirkung hoher Penicillinkonzentrationen zu verzeichnen war (vgl. 
Abb. 1). Auch hier war der stark letale Bereich dadurch deutlich begrenzt, 


daf bei 9 mg/cm* die Lebensdauer der Paramaecien auf iiber 20 Stunden 
anstieg, wahrend sie bei 12 mg/cem* nur etwa 150 Minuten betrug. 


Konzentration: 0,1—3 mg/em* 


Die Tab. 3 gibt einen Uberblick iiber den Wirkungsverlauf. 
Zwischen 2,5 und 0,4mg/cem* war die Zellteilung vollstan- 
dig gehemmt. Unterhalb dieses cytostatischen Bereiches (von 0,1 bis 


Tabelle 3. 





Streptomycin | Eingesetzte | 
mg/cm$ | Paramaecien 


94h 





3,0 


0,4 mg/cm*) bewirkte das Streptomycin eine deutliche Férderung 
der Teilungsrate. Die Teilungsférderung trat, wie auch beim Peni- 
cillin festgestellt werden konnte, erst nach etwa 48 Stunden zutage. Da die 
Entwicklung der Bakterienflora in dem Bereich der Teilungsférderung ge- 

Protoplasma, Bd. XLV/1 y 
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ringer war als in den Kontrollkulturen, handelt es sich um eine direkte 
Teilungsférderung durch das Antibiotikum. 

Paramaecium bursaria war auch gegeniiber Streptomycin weniger resi- 
stent als P. caudatum. Durch 9 mg/cm* wurde es bereits nach 5 Minuten 
und durch 3mg/cm* nach 20 Minuten abgetétet. Eine Teilungsférderung 
war nicht zu verzeichnen. 

Chloronitrin 
Konzentration: 1—5 mg/em* 

Dieses Antibiotikum besitzt eine viel héhere Wirksamkeit als Penicillin 
und Streptomycin. Der stark letale Bereich begann schon ab 1 mg/cm‘. 
Z. B. lebten die Paramaecien in einer Lésung von 3 mg/cm® etwa 150 Minu- 
ten, und durch 5 mg/cm* wurden sie schon nach 2,5 Minuten abgetétet. 


Konzentration: 5—300 y/em* 


Tabelle 4. 





Chloronitrin | Eingesetzte 


4h 
y/em$ Paramaecien . 





300 
200 





Da das Chloronitrin die Entwicklung von E. coli in der verdiinnten 
Bouillon zu stark hemmte, kam das Hefemedium zur Anwendung. 

Der Wirkungsverlauf ist in der Tab. 4 beschrieben. 

Unterhalb 200 y/cm* setzte eine starke Teilungshemmung ein, 
die jedoch, zum Unterschied von Streptomycin, allmahlich mit sinkender 
Konzeniration aufgehoben wurde. 

Unterhalb 5 y/cm* trat keine Teilungsférderung auf. 

Allerdings ist das Hefemedium wegen seines Gehaltes an Wuchsstoffen 
fiir Untersuchungen iiber die teilungsférdernden Eigenschaften einer Sub- 
stanz wenig geeignet. Wie die Tab. 4 angibt, hatten sich die Kontrolltiere 
in dem Hefemedium sehr stark vermehrt, was sicherlich auf eine Teilungs- 
forderung durch die Hefe zuriickzufiihren ist. Wenn trotzdem eine sehr 
starke Teilungshemmung durch Chloronitrin vorlag, dann spricht dies fiir 
die hohe cytostatische Wirksamkeit des Antibiotikums. 

Es muf noch darauf hingewiesen werden, da8 selbst im Bereich der sehr 
starken Teilungshemmung der gleiche Gehalt an Futterorganismen (B. sub- 
tilis) zu verzeichnen war wie in den Kontrollkulturen. 
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Xanthocillin X 
Konzentration: 2,5-—100 y/em’ 


Dieses Antibiotikum iibertraf in seiner Wirkungsstiarke noch das Chloro- 
nitrin. Wie aus dem oberen Abschnitt der Tab. 5 zu ersehen ist, begann der 
stark letale Bereich schon ab 5 y/cm*. Schwankungen der Mortalitatszeiten, 
wie sie allgemein bei den untersuchten Antibioticis auftraten, machten sich 
beim Xanthocillin ganz besonders bemerkbar und erschwerten selbst die 
Festlegung einigermafen angenaherter Werte. Es ist dies wahrscheinlich 
auf die Wasserunlislichkeit von Xanthocillin zuriickzufiihren (s. S.6, FuBn. 1). 

Uber die Wirksamkeit von 2,5—20 y/em’ orientiert der untere Tabel- 
~ Jenteil. 


Tabelle 5. 





Xanthocillin X 


vlan Abtétung nach 





100—50 30 bis 35 Min. 
40—20 110 bis 180 Min. 
10 | 200 bis 240 Min. 
5 22 bis 24 Stunden 





Xanthvcillin X | Eingesetzte | 
ylem? | Paramaecien | 


24h 48h | 72h 





20 | “4 
10 | 
7 250 

5 510 
2,5 1580 


Kor 1410 
Kort 1320 


Die Kultivierung der Paramaecien erfolgte wieder in dem Hefemedium. 
Ein Vergleich beider Tabellenteile zeigt, da die Hefe einen Wirkungs- 
abfall des Antibiotikums verursachte. 

In allen Konzentrationsstufen war, ebenso wie beim Chloronitrin, eine 
reiche und fast reine Bakterienflora (B. subtilis) vorhanden. 

Der cytostatische Wirkungsbereich war nicht immer ganz deutlich aus- 
gepragt °. 

So viel kann aber gesagt werden, daf die toxische Wirksamkeit stark 
iiberwiegt. 

AbschlieBend sei noch darauf hingewiesen, da bei vielen Bakterien 
eine Wachstumsférderung durch Penicillin, Streptomycin und andere Anti- 
biotika in  unterschwelligen Konzentrationen festgestellt worden ist 
(v. Holt 1952, weitere Literaturangaben s. daselbst). 

2 Kine Teilungsférderung durch die Hefe trat in diesen Versuchsserien nicht 
deutlich zutage (vgl. die Kontrollen der Tab. 5), so daf eine Kompensierung der 
teilungshemmenden Eigenschaft des Antibiotikums durch die Hefe nicht stattfand. 

2* 





H. Kaunat 
b) Der Wirkungsverlauf der Antibiotika in Abhingigkeit vom pH 


Versuchsfiihrung: 

Nach der Vorschrift von Sorensen wurden 1/15 mol. Phosphatpuffer- 
lésungen mit einem pH von 4,49 bis 9,18 hergestellt und danach auf 
1/45 mol. verdiinnt. Bei einer noch weiteren Verdiinnung des Puffers er- 
folgte eine zu rasche Verschiebung des pH zur alkalischen Seite. 

Vorversuche mit den 1/45 mol. Pufferlésungen ohne Zusatz von Anti- 
biotika erbrachten folgende Ergebnisse: 

In Pufferlésungen mit einem pH von 4,49 bis 7,16 lebten die Paramaecien 
noch nach 72 Stunden, ihre Kérperform und Bewegung war normal. Bei 
einem pH von 7,35 waren nach 22 Stunden 23% der Tiere abgestorben: die 
iibrigen lebten noch nach 72 Stunden, ihre Kérperform war normal, die 
Bewegung etwas verlangsamt. 

Bei einem pH von 8,04 erfolgte der Zelltod nach 19 bis 20 Stunden und 
bei einem pH von 9,18 nach 2.5 bis 5 Stunden. 

Danach beruhte der Versuchsfehler nicht auf einer zu hohen Konzen- 
tration des Puffers, sondern auf seiner hohen Alkalitat (ab pH 8,04). 


Versuchsergebnisse: 
Penicillin (2500 [E/cm*) entfaltete seine stirkste Wirksamkeit in einem 
pH-Bereich von 4,49 bis 6,81: 


Tabelle 6. 


pH 449 5,28 5,9 6,46 6,81 


Abtétungszeit/Min. 7 





Beim Streptomycin war keine eindeutige Abhiangigkeit der Wirkung 
vom pH festzustellen. 


Chloronitrin (1000 y/cm*) entfaltete seine stirkste Wirksamkeit beider- 
seitig des Bereiches von pH 6,46 bis 7,16: 


Tabelle 7. 


pH 4,49 5,28 5,9 646 681 7,16 7,55 8,04 867 9,18 








ee. 
Abtétungszeit/Min 60 109 150 120 80 70 38 
Xanthocillin X lief einen deutlichen Wirkungsanstieg im alkalischen 


Bereich erkennen (ab pH 7,55): 


Tabelle 8. 


pH 449 5,28 59 646 681 7,16 7,55 8,04 867 9,18 





se es 
Abtétungszeit/Min 30 50 70 =6©130 =—100 15 6 5 4,5 
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Cytomorphologische Untersuchungen 
Penicillin (4200 I[E/cm*) 

Unmittelbar nach dem Einbringen in die Penicillinlésung fiihrten die 
Paramaecien maBige bis lebhaftere Fluchtbewegungen aus. Nach dieser 
Periode, die nur kurze Zeit dauerte, war die Schwimmbewegung wieder 
normal und eine Zeitlang an den Protozoen keine Veranderung wahrzu- 
nehmen. 

Etwa nach dem ersten Drittel der Abtétungszeit setzte eine kontinuier- 
liche Volumzunahme ein. Dadurch, daf das Hinterende in der Regel 
stirker anschwoll, erhielten die Zellen zunachst ein gleichmaBig-eiformiges 
Aussehen. Zu diesem Zeitpunkt war auch die Schlagfrequenz der Cilien 
merklich abgesunken, und ihr Schlagrhythmus wurde immer unregel- 
mafiger. 


Abb. 3. 


Die Pulsationsfrequenz der pulsierenden Vakuolen verzégerte sich eben- 
falls, aber nicht proportional mit der Volumzunahme. Die Zeiten zwischen 
den Pulsationen der einzelnen Vakuolen wurden unterschiedlicher, und 
auch das Zufiihrungssystem arbeitete immer fehlerhafter. SchlieBlich weite- 
ten sich die Vakuolen auf das Drei- bis Fiinffache ihres urspriinglichen 
Durchmessers aus und stellten ihre Tatigkeit ein. 

Durch den starken Wassereintritt geriet die Bewegung des Protoplasmas 
vollig in Unordnung. In unregelmaBigen Zeitabstanden erfolgte eine kraf- 
tige Durcheinanderwirbelung des Plasmas mitsamt seinen Einschliissen, 
wihrenddessen die Paramaecien eine flotte Rotationsbewegung am Ort 
durchfiihrien. 

Selbst in dem maximalen Schwellungsstadium besaBen die Zellen eine 
erhéhte Durchsichtigkeit. 

Auffallige morphologische Verainderungen der Plasmaeinschliisse konn- 
ten nicht wahrgenommen werden; lediglich hatte der Makronukleus eine 
kugelige Form angenommen und war durch die temporiren heftigen 
Plasmabewegungen oft verlagert worden (Abb. 2). 

Kurze Zeit vor dem Zelltod nahmen die Paramaecien ein unregel- 
mafig-birnf6rmiges Aussehen an (Abb. 3). Die Pellicula wies lokale Aus- 
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beulungen auf und riff bald an den ausgebeulten Stellen auf, so da das 
Plasma in Form von rundlichen und sich stark vergréRernden Blasen nach 
aufen trat (Abb. 4). Wahrend dieses Vorganges flimmerten die Cilien noch. 

Die durch das Antibiotikum verursachte groRe Durchsichtigkeit der Zel- 


len lieB die Chromosomen in aller Deutlichkeit hervortreten. Niemals konn- 


Abb. 6. 


ten an ihnen, selbst unmittelbar vor dem Zelltod, irgendwelche morpho- 
logische Veranderungen wahrgenommen werden. 

Zur Erganzung dieser Ergebnisse wurde die Wirkung von Penicillin 
auch an anderen Ciliatenarten gepriift: 

Bei Spirostomum ambiguum bewirkte eine letale Penicillinkonzentration 
(2500—4000 IE/cm*) nach wenigen Minuten den Verlust der geschmeidigen 
Bewegung. Das diinne und lange Vorderende kriimmte sich hakenférmig 
und begann sich mehrfach abzuknicken. Eine Volumzunahme trat nicht be- 
sonders deutlich in Erscheinung. Auffalliger war eine zunehmende U n- 
regelmafigkeit der Zellkonturen, die besonders bei der Kon- 
traktion der Zelle deutlich wurde (Abb. 3 und 6). Oft kam es vor, daft bei 
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der Kontraktion die Pellicula am hinteren Ende aufri®, An dieser Stelle 
kam es dann in Abstanden von einer bis mehreren Minuten zu einem 
schubweisen AusstoRen einzelner Plasmaportionen und nicht selten sogar 
zu einem stiickweisen Abreiffen ganzer Teile des Zell- 
kérpers. Die Randzone solcher Abrifstellen war unregelmafRig gezackt 
und klaffte auseinander (Abb. 7). Daf es trotz dieser groRen Wundflache 
nicht zu einem kontinuierlichen Plasmaausflu8 kam, lag offenbar an der 
Bildung einer temporaren Niederschlagsmembran an der Grenze Ento- 
plasma—Penicillinlésung. 

Die Eindriicke, die durch dieses Objekt vermittelt wurden, verstarken 
die Vermutung, daf Penicillin nach ge- 
niigend langer Einwirkungsdauer die 
Membranplastizitat erhéht. 


Abb. 8. Abb. 9. 


Stylonychia mytilus war gegeniiber Penicillin widerstandsfahiger als 
Paramaecium caudatum. Wurden beide Protozoenarten gemeinsam in eine 
Penicillinlésung iibergeimpft, in der die Paramaecien nach etwa 3 Stunden 
starben, dann lebte Stylonychia noch nach 24 Stunden. Die Tiere waren 
dann kugelrund aufgetrieben und platzten bei gerin- 
gem Deckglasdruck. 

Stylonychia besitzt eine abgeplattete K6rperform. Der Ubergang von 
der abgeplatteten Form, die ein System von Stiitzfibrillen oder ahnliche 
stabilisierende Elemente voraussetzt, in die Kugelform erfordert einen 
héheren Binnendruck. Entsprechend diesem héheren Binnendruck muf die 
Wasserpermeabilitat der Zellmembran eine Steigerung erfahren, die da- 
durch zustande kommen kénnte, daf sich Penicillin in der Zellmembran 
besonders stark anreichert. Vielleicht erklart sich auf diese Weise die hohe 
Penicillinresistenz von Stylonychia. 


In dem weniger stark letalen Konzentrationsbereich von 
1500 bis 2000 I[E/cm* 
verursachte das Penicillin folgende morphologische Veranderungen: 
Nach 48stiindiger Ziichtungsdauer besa die Mehrzahl der Paramaecien 
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Vakuolen mit ganz geringen Einsdhliissen. Ihrem Entstehungsorte nach 
handelte es sich um ,,Nahrungsvakuolen”, Ihre Ablésung vom Cytopharynx 
erfolgte schneller und unter geringfiigigerer Lingsstreckung, als es nor- 
malerweise der Fall ist. Spater vereinigten sich diese Vakuolen gewohnlich 
zu einer besonders groRen Vakuole (Abb. 8). Das IneinanderflieBen der 
Vakuolen erfolgte ziemlich spontan, nach vorherigem geringem Beriihrungs- 
druck. 

Hin und wieder gelang es, die Paramaecien linger als 48 Stunden zu 
ziichten. Das Plasma solcher Tiere war dann von einer groRen Menge 

kleinster bis gréRerer im Phako hell und 
inhaltlos erscheinenden Blaschen  erfiillt 
(Abb. 9). Zum Unterschied von den eben 
beschriebenen .Nahrungsvakuolen* waren 
diese Bliischen im Plasma entstanden. 

Diese Zustandsainderung des Plasmas, 
die als Plasmavakuolisierung bezeichnet 
wird, wird keineswegs nur durch Penicillin 
hervorgerufen. Z. B. konnte Spek (1924) 
durch Einwirkung von Neutralsalzen bei 
verschiedenen Protozoen eine Plasmavaku- 
olisierung hervorrufen. Der Autor macht 
darauf aufmerksam, daf die Plasma- 
vakuolisierung bei den Protozoen nichts 
Pathologisches darstellt. In der Tat ver- 
schwanden selbst bei extrem vakuolisierten 
Penicillintieren die Blaschen sehr bald, 
wenn die Tiere in penicillinfreies Medium 
zuriickversetzt wurden, Nach 24 bis 48 Stun- 
den stellte sich auch die normale Teilungs- 
rate wieder ein. 

Von einiger Bedeutung fiir die Aufklirung des Wirkungsmechanismus 
von Penicillin und dariiber hinaus fiir den Mechanismus der Nahrungs- 
vakuolenbildung erwies sich das Ergebnis der folgenden Versuchsserie: 

In einer Penicillinkonzentration von 1250 bis 1500 IE/cm*® hatte sich 
E. coli ganz iiberraschend gut vermehrt. 

Die Paramaecien, die eine normale Teilungsrate aufwiesen, waren auf- 
fallig voluminés. Die Kontrolle der Penicillintiere ergab nach 72 bis 
96 Stunden Ziichtungsdauer eine so auRerordentlich groBe Zahl prall ge- 
fiillter Nahrungsvakuolen, wie sie sonst niemals beobachtet werden konnte 


(Abb. 10). 


Diese abnorm hohe Zahl von Nahrungsvakuolen spricht fiir eine durch 
Penicillin herabgesetzte Oberflaichenspannung am 
Ort der Nahrungsvakuolenbildung. Als Folge der Erniedrigung der Ober- 
flichenspannung findet namlich eine erleichterte Einbuchtung des Ento- 
plasmas am Grunde des Cytopharynx durch den Wimperstrom statt, 
so daf die Bildung und Abschniirung der Vakuole schneller vor sich geht. 
Es sei in diesem Zusammenhang nochmals darauf hingewiesen, da selbst 
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in einer Penicillinlésung, die nur wenig Bakterien enthielt, Leervakuolen 
in rascher Folge und unter geringerer Langsstreckung, als es normalerweise 
der Fall ist, am Grunde des Cytopharynx abgeschniirt wurden (s. S. 16 oben). 
Gerade die Bildung solcher Leervakuolen in der partikelarmen Penicillin- 
losung zeigt, da die Nahrungsvakuolenbildung wenigstens teilweise auf 
Grenzflachenkrafte zuriickzufiihren ist (s. S. 25). 

Die Vermutung, daf Penicillin die Oberflachenspannung herabseitzt, 
machte eine Messung der Oberflachenspannung von Penicillinlésungen auf 
physikalischem Wege notwendig. Mittels einer empfindlichen Torsions- 
waage konnte nach der Ringabreiffmethode tatsachlich eine Herabsetzung 
der Oberflaichenspannung durch Penicillin festgestellt werden. So ernie- 


Abb. 11. Abb. 12. 


drigte Penicillin bereits in einer Konzentration von 500 IE/em* die Ober- 
flichenspannung um 7,7%, und 1250 IE/cm* verursachten eine Herabsetzung 
der Oberflichenspannung um 13,2%. Ein weiterer Anstieg der Konzen- 


tration anderte diesen Wert nicht. 


Auffallig war an den Paramaecien dieser Versuchsserie ferner, da® sie 
groRtenteils iiberhaupt keine Exkretkérner besafen. Es ist naheliegend, 
diesen Umstand auf das Vorhandensein der enorm hohen Zahl von 
Nahrungsvakuolen zuriickzufiihren; denn es war dies der einzige Fall, in 
dem unter dem Einflu& von Penicillin ein Schwund der Exkretkérner 
auftrat. 

Streptomycin (CaCl,-Komplex), 8 bis 10 mg/cm’. 

Nach dem Abklingen der anfianglichen miafigen Fluchtbewegung 
schwammen die Paramaecien eigentiimlich monoton und schnell. 

Wiahrend des schnellen Schwimmens machte sich eine Schrumpfung 
zunichst am Hinterende bemerkbar, die dann aber bald auf die gesamte 
Zelle iibergriff (Abb. 11). Die Schrumpfung fiihrte zu einer Hemmung des 
Cilienschlages; jedoch waren die Tiere noch im maximalen Schrumpfungs- 
zustand befahigt, sich langsam schwimmend vorwarts zu bewegen. Die 
Paramaecien verharrien noch eine Zeitlang in dem maximalen Schrump- 
fungszustand, wobei ihre Oberflache eine runzelige Beschaffenheit annahm. 
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Die Tatigkeit der pulsierenden Vakuolen war schon zu Beginn der 
Schrumpfungsphase gehemmt und kam mit der fortschreitenden Schrump- 
fung allmahlich véllig zum Erliegen. In der Regel waren beide Vakuolen 
dann fast ganz geschlossen. 

Etwa im ersten Drittel der Schrumpfungsphase verzégerte sich die Bil- 
dung der Nahrungsvakuolen. Diese waren unmittelbar nach ihrer Abl6- 
sung vom Cytopharynx meist langgestreckt und sichelf6rmig und rundeten 
sich nur langsam und oft unvollstandig ab. 

Nach der maximalen Schrumpfung setzte eine sek undare Volum- 
zunahme ein. 

Der steigende Binnendruck dehnte und glattete die schrumpelige Pel- 


Abb. 13. Abb. 14. 


licula, ohne daf jedoch die Durchsichtigkeit derselben zunahm. Die Pelli- 
cularleisten blieben noch in aller Deutlichkeit sichtbar, und die UmriB- 
linie der Zelle war scharf gezeichnet (Abb. 12). 


Mit dem Beginn der Wasseraufnahme erfolgte eine Belebung des 
Cilienschlages und hiermit eine gesteigerte Beweglichkeit der Paramaecien. 
Auch stellte sich oftmals wieder eine langsame Vakuolentatigkeit ein. Der 
Wassereintritt iiberstieg jedoch das Normalmaf (Abb. 13), so da die ge- 
ringe Zelltatigkeit wieder zum Stillstand kam. 


Nur bei wenigen Individuen kam es zu einem lokalen Austritt von 
Protoplasmatropfen. Die Langsamkeit, mit der diese sich vergréBerten, 
erweckte den Eindruck einer gesteigerten Viskositat des Plasmas. Dieser 
Eindruck trog aber, denn wenn die den austretenden Plasmatropfen um- 
gebende Haptogenmembran aufrif, ergoB sich diinnfliissiges Plasma spon- 
tan in das Aufenmedium. Diese Feststellung deutet darauf hin, daB Strep- 
tomycin nur die oberflachlichen Plasmakolloide beeinfluBt (dehydratisiert). 

Erst unmittelbar nach dem plétzlichen Stillstand der Cilientatigkeit 
drang das Antibiotikum in das Zellinnere und verursachte eine Ausfallung 
der gesamien Plasmakolloide, so daB die Zelle vollig undurchsichtig wurde 


(Abb. 14). 
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Streptomycin-Hydrochlorid erwies sich gegeniiber Paramaecium cauda- 
tum wirksamer als Streptomycin-Calciumahlorid. 7 mg/cm* bewirkten eine 
extreme Schrumpfung; der Zelltod erfolgte ohne eine vorhergehende Volum- 
zunahme. In einer Konzentration von 5 mg/cm* folgte auf die immer noch 
deutliche Schrumpfung eine sekundire pathologische Volumzunahme. Die 
Durchsichtigkeit der Paramaecien wurde durch das Hydrochlorid-Salz nicht 
so stark herabgesetzt, so daf festgestellt werden konnte, da die Geschwin- 
digkeit der Plasmastrémung auch kurz vor dem Zelltod nicht merklich ver- 
andert war; auch schien der Makronukleus unverandert. Diese Beob- 
achtungen stiitzen die schon vorstehend geaiuferte Vermutung, daf Strepto- 
mycin nur die oberflachlichen Kolloide beeinfluRt. 


Abb. 15. Abb. 16. 


Streptomycin (CaCl,-Komplex) verursachte im cytostatischen Bereich 
(0,8—2,5 mg/cm?) folgende Veranderungen: 

Nach 72 Stunden Ziichtungsdauer besafen die Streptomycin- 
tiere ein bedeutend geringeres Volumen als die Kon- 
trolltiere (Abb. 15 zeigt ein mit Osmiumsiaure fixiertes Streptomycin- 
tier und Abb. 16 ein ebenso fixiertes Kontrolltier). 

Die Paramaecien schwammen recht langsam, was z. T. an der Vermin- 
derung des Cilienbestandes lag. Der Zellkérper lie seine normale Ge- 
schmeidigkeit vermissen, er wirkte starr. Offenbar lag dies an der stark 
dehydratisierten Zellmembran. 

Beide pulsierende Vakuolen arbeiteten nur noch trage und unregelmafBig. 

Keines der Tiere enthielt Nahrungsvakuolen. Wurden die Tiere in eine 
Karminaufschwemmung iibertragen, dann nahmen sie selbst nach eintagi- 
gem Aufenthalt in derselben nicht die geringste Menge Farbstoffpartikel- 
chen auf. Dieser Versuch zeigt ebenfalls die bedingte Abhangigkeit der 
Nahrungsvakuolenbildung von dem Vorhandensein geformter Partikelchen. 
Ubereinstimmend mit diesem Versuch ist das Ergebnis der physikalischen 
Priifung der Oberflachenspannung von Streptomycinlésungen: Es ergab 
sich keine Herabsetzung der Oberflachenspannung, auch nicht in sehr stark 
letalen Streptomycinlésungen. 
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Auffallig war ferner, daB trotz der Starrheit des Zellk6rpers das Plasma 
noch langsam rotierte. 

Das Plasma enthielt neben einer groRen Anzahl kleiner bis sehr groRer 
Exkretkristalle viele stark lichtbrechende Tropfen (Abb. 17). Uber diese 
Tropfen folgt am Ende dieses Versuchsabschnittes eine zusammengefafte 
Darstellung. 

Der Makronukleus war meistenteils vergréert und 
wies mannigfaltige Formveranderungen auf. 

Das Plasma von Zellen, die sich kurz vor dem Zelltod befanden, war 
immer auferordentlich stark vakuolisiert. In diesem’ Zustand waren die 
Zellen bereits pathologisch aufgetrieben. 

Zusammenfassend kann iiber die 
VergréRerung und Formver- 
anderung der Makronuklei 
unter dem Einflu&® von Streptomycin 
folgendes mitgeteilt werden: 

Die Makronuklei, die auf das Zwei- 
bis Dreifache ihres urspriinglichen 
Volumens angewachsen waren, hatten 
bei Individuen, die unmittelbar vor 
dem Zelliod standen, Kugelform; sonst 
waren sie sehr lang gestreckt, unregel- 
maRig gelappt, zeigten Knospenbil- 
dung oder waren in zwei bis mehrere 
ungleiche Teilstiickke zerfallen. Am 
extremsten traten diese Kernverin- 
derungen bei den Paramaecien von 
Klon A zutage. Die Skizzen der Abb. 18 veranschaulichen solche typische 
Kernveranderungen, wie sie bei den Individuen dieses Klons regelmaBig 
unter der Einwirkung von Streptomycin auftraten. 

Hierzu ist zu bemerken, daB die Paramaecien von Klon A keinen Mikro- 
nukleus besafen. Vielleicht hangt dieser Umstand irgendwie mit der be- 
sonders grofen Ansprechbarkeit der Makronuklei auf Streptomycin zu- 
sammen. 


Abb. 17. 


Der Brechungsindex der verainderten und vergréRerten Kerne stimmte 
mit dem von Normalkernen iiberein, so da es sich nicht einfach um eine 
Aufblahung der Kerne handeln konnte. 

Schon die iiblichen Kernfarbungen mit Karminessigsiure, Kernechtrot. 
Methylgriinessigsiure und Haemalaun deuteten auf das Vorhandensein 
iiberdurchschnittlicher Chromatinmengen hin. (Abb. 19 und 20 zeigen mit 
Haemalaun gefairbte Makronuklei.) Die endgiiltige Bestatigung iiber das 
Vorhandensein iiberdurchschnittlicher Mengen an Thymonukleinsaure er- 
brachte die Feulgensche Nuklealreaktion (Abb. 21). Leider waren die Para- 
maecien von Klon A bereits vor der Anwendung dieser Methode ab- 
gestorben. 


Wenn von einem Zuwachs an Thymonukleinsaure gesprochen wird, dann 
muf selbstverstandlich das Verhaltnis von Kernvolumen zu Zellvolumen 
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beriicksichtigt werden. Dadurch, daf Streptomycin auch eine Verringerung 
der plasmatischen Substanz verursacht, kann ein Kernwachstum vorge- 
taiuscht werden, falls kein adaquater Kernabbau erfolgt. Allem Anschein 
nach kommt die VergréRerung der Kerne sowohl durch eine Hemmung des 
Chromatinabbaues als auch durch eine verstirkie Einlagerung plasmati- 
scher Substanzen in den i 
Kern zustande. 

Bemerkenswert ist, da / 
Paramaecien, die mehrere } 
Tage in dem Hefemedium / 
mit einem Streptomycin- @/ 
gehalt von 2mg/cm? kul- oy yy 
tiviert wurden, nur selien ‘W~ 
veranderte Makronuklei 
auf weisen. Abb. 18. 

Die Resistenz der Proto- 
zoen schien iiberhaupt durch die Hefezellen gesteigert. Sie enthielten prall 
gefiillte Nahrungsvakuolen und stimmten auch sonst morphologisch vollig 
mit den Normaltieren iiberein. Allerdings teilten sich die Paramaecien 
innerhalb von 96 Stunden nur ein- bis zweimal. 


Abb. 19. Abb. 20. 


Es ware méglich, daf die B-Vitamine der Hefe eine Resistenzsteigerung 
hervorrufen. Vielleicht beruht die Verringerung der Streptomycinwirkung 
auch auf dem hohen Ribonukleinsauregehalt der Hefe; denn es ist bekannt, 
daf Streptomycin durch Nukleinsaduren ausgefallt wird. Solche unléslichen 
_Komplexe kénnen dann wirkungsverzégernd sein (s. Vogel, S. 217, 1951: 
Klosa, S. 216, 1952). 

Versuche, den Schadigungsgrad der mit Streptomycin behandelten Para- 
maecien auf fluoreszenzoptischem Wege kenntlich zu machen, verliefen 
negativ. So wurde Acridinorange in einer Konzentration von 1: 100.000 nach 
20 Minuten vom Plasma und den plasmatischen Strukturen der mit Strepto- 
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mycin behandelten Paramaecien genau so stark gespeichert wie von Normal- 
tieren. Der einzige Unterschied bestand in dem Vorhandensein einer viel 
zahlreicheren leuchtend kupferrot fluoreszierenden Granula im Plasma der 
Streptomycintiere. Es handelte sich um die stark lichtbrechenden Tropfen 
(s. S. 20 oben), die von allen Zellstrukturen das Acridinorange am starksten 
speicherien. 

Chloronitrin (1 mg/cm*) 

Die Paramaecien fiihrten anfangs ziemlich unruhige Fluchtbewegungen 
aus. Doch schon friihzeitig trat eine zunehmende Verlang- 
samung der Bewegungen und in besonders auffalliger Weise ein 
rapides Absinken der Tatigkeit beider pulsierender 


Abb. 21. Abb. 22. 


Vakuolenzutage. Diese nahmen bald die Gestalt grofer Fliissigkeits- 
blasen an und verharrten endgiiltig in diesem Zustand. 


Ohne Anzeichen einer Formveranderung legten sich die Paramaecien 
auf den Grund und rotierten triage. Von diesem Zeitpunkt an wurden sie 
zunehmend voluminéser und verloren massenhaft ihre Cilien. 

Der massenhafte Abwurf der Cilien kam durch die starke Quellung 
ihrer Basalkérner zustande. 

(In bezug auf die Bezeichnung Basal,,.korn“ erscheint mir folgender Ein- 
wand notwendig: In der Literatur wird als Basalkorn ein an der Basis der 
Cilie liegendes Gebilde bezeichnet. Im Phako erscheint es bei normalen 
Paramaecien als sehr wenig lichtbrechend, es ist oval und enthalt zwei 
polar liegende stark lichtbrechende K6rperchen, die sich mit basischen 
Vitalfarbstoffen anfarben. Das ganze Gebilde ist von einer stark dehn- 
baren Membran umgeben. Auf Grund dieser Feststellungen halte ich die 
Bezeichnung Basal,,blaschen“ fiir treffender.) 

Die stark gequollenen Basalblaschen der Cilien wurden allmahlich von 
dem nur trage flieRenden Plasma fortgeschwemmt und erfiillten 
in groRer Zahl das Zellinnere. Die klebrige Beschaffenheit der Blaschen- 
membran fiihrte zur Aggregatbildung. 

Auffallig war, da bald nach dem massenweisen Eintre- 
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ten der gequollenen Cilienblaschen in das Ento- 
plasma die stark lichtbrechenden Tropfen auftraten. 
Es bestand offenbar ein Zusammenhang zwischen den basalen Cilienblis- 
chen und den stark lichtbrechenden Tropfen. 

Schon zu Beginn der Lahmung der Schwimmbewegung und der Vaku- 
olenpulsation machte sich eine Triibung des Plasmas bemerkbar, die durch 
eine Ausfallung auch der tiefer liegenden Plasmakol- 
loide hervorgerufen wurde. 

Das Antibiotikum verursachte eine Ausfallung der Thymonukleinsaure 
im Makronukleus und eine Verklumpung der Chromosomen. 

Die zunehmende Plasmaausfallung fiihrte zu einem Stillstand der 


Abb. 23. Abb. 24. 


Plasmastrémung. Dak die Tiere lebten, war nur noch an der Be- 
wegung vereinzelt stehender Cilien zu erkennen. (Wie spatere Unier- 
suchungen zeigten, war die Zelle in diesem sehr pathologisch anmutenden 
Zustand meistenteils noch nicht irreversibel geschadigt.) 


Kurze Zeit vor dem Zelltod traten im Plasma viele kleine waBrige Blas- 
chen auf, die den Beginn der Trennung einer fliissigeren von einer festeren 
Phase anzeigten. Diese Phasentrennung, die unter fortwahrenden ruckarti- 
gen Bewegungen des Plasmas vor sich ging, fiihrte entweder zu zentral 
liegenden, grofen und unregelmafig gelappten Vakuolen, die bald spontan 
ihren fliissigen Inhalt nach aufen abgaben, oder zu einer Ansammlung der 
fliissigen Phase unterhalb der Pellicula, so da diese allmahlich langsseits 
abgehoben wurde (Abb. 22 u. 23). Dieser Vorgang zeigt deutlich die 
stark eiweif®fallende Eigenschaft von Chloronitrin. 


In einer geringeren Chloronitrinkonzentration (300 y/cm*), in der die 
Paramaecien ca. 40 Stunden lebten, traten die gleichen Abtétungssymptome 
in abgeschwichter Form auf: 


Die Bewegung war langsam und ruckhaft infolge des stark reduzier- 
ten Wimperapparates. Die Cilien waren aber offenbar nicht einfach ab- 
geworfen, sondern eingeschmolzen. Die abschmelzende Ciliensubstanz sam- 
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melte sich in den basalen Cilienblaschen an und machie diese stark licht- 
brechend (Abb. 24). 

Im Plasma befanden sich die stark lichtbrechenden Tropfen in grofer 
Zahl. 

Die pulsierenden Vakuolen waren zu miachtigen Fliissigkeitsblasen auf- 
getrieben und arbeiteten nicht. 

Eine Bewegung des Plasmas war nicht festzustellen. Die Ausfallung der 
Plasmakolloide verursachte eine Triibung der Objekte: trotzdem konnte 
eine weniger starke Chromatinausfallung beobachtet werden. 

Die Protozoen enthielten noch ihren gesamten Trichocystenbesatz: die 
Form der Trichocysten war unverandert. (Uberhaupt hatten die Tricho- 
cysten unter dem Einflu8 der Antibiotika nie ihre Form verandert.) 


Xanthocillin (25 bis 50 y/cm*) 

Die Fluchtbewegungen waren nur mafig. Auffalliger war eine schon 
friih einsetzende Volumzunahme und eine hiermit verbundene Erhéhung 
der Durchsichtigkeit der Zelle. 

Zum Unterschied zu der Penicillinwirkung machte sich eine Liah- 
mung der Vakuolenpulsation bereits zu Beginn der 
Volumzunahme bemerkbar. 

Erst im Zustand der maximalen Schwellung begann sich das Plasma zu 
triiben und gleichzeitig hiermit nahm seine Beweglichkeit ab. 

Kurz vor der Einstellung der Cilientatigkeit — die Paramaecien hatten 
keine Cilien abgeworfen und besaBen noch gleichmaRige Konturen — setzte 
die gleiche Phasentrennung ein, wie sie bereits beim Chloronitrin beschrie- 
ben wurde. Die Sonderung der festeren von der fliissigeren Phase erfolgte 
aber nicht so streng, wie es beim Chloronitrin der Fall war. 

Die Absprengung der Cilien erfolgte erst unmittelbar vor dem Zelltod. 

Eine gesonderte Betrachtung verdienen noch die eigentiimlichen 
Bewegungsformen, die die Paramaecien unter der Einwirkung von 
Xanthocillin ausfiihrten. 

In dem Stadium der beginnenden Volumzunahme schwammen die Para- 
maecien ruhig iiber eine kurze Strecke in einer steilen Linksschraube vor- 
warts, um dann plotzlich in einer flachen Linksschraube schnell riickwirts 
zu schwimmen, wobei die gleiche Weglange zuriickgelegt wurde wie bei der 
Vorwartsbewegung: am Ende des Riickweges vollfiihrten die Paramaecien 
einen Salto und wiederholten die eben beschriebene Bewegung in monotoner 
Folge. (Der Ubergang von der normalen Linksschraube in die Riickwirts- 
Linksschraube soll bisher nur von Al verdes an konjugierenden Para- 
maecien gesehen worden sein. Kalmus, S. 82, 1931.) 

Nach dem Abklingen dieser Bewegungsform folgte eine Taumelbewe- 
gung, die sich immer mehr verstarkte. Die Tiere sanken dabei auf den 
Grund und fiihrten die Taumelbewegung eine Zeitlang monoton durch. All- 
mihlich ging diese in eine langsame Rotation am Ort iiber. 


Bei einigen Individuen konnten temporare Taumelbewegungen schon 
friih, bei noch wenig verminderter Schwimmgeschwindigkeit. auftreten. Sie 
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waren dann ein sicheres Kennzeichen einer besonders friihzeitigen 


Schadigung. 


Xanthocillin verursachte in noch geringerer Konzentration (5 bis 
10 y/cm*) keine besonders auffallige Verainderung der Zellmorphologie. 
Wenn Verianderungen auftraten, dann waren diese schlecht reproduzierbar. 

Trotzdem sei ein Ergebnis mitgeteilt, das aus dem Rahmen des bisheri- 
gen heraustritt. In zwei Versuchsserien ergab die Kontrolle eine sehr groe 
Zahl verschieden grofer und gegeneinander leicht beweglicher wafriger 
Vakuolen, die héchstens die GréRe von Nahrungsvakuolen erreichten. Die 
Vakuolen entstanden durch das Ineinanderplatzen winzig kleiner Blischen, 
so daff in diesem Falle eine echte Plasmavakuolisierung vorlag. 

Dadurch, daf die pulsierenden Vakuolen sehr rasch arbeiteten, kam es 
nicht zu einer Bildung besonders grofer Vakuolen. Es konnte das Hinein- 
platzen der wafrigen Bliaschen in die pulsierende Vakuole und auch in 
deren Zufiihrungssystem beobachtet werden. 

Ebenso auffiallig war die hohe Strémungsgeschwindigkeit des Plasmas. 
Die leichte Verschiebbarkeit seiner Einschliisse deutete auf eine erniedrigte 
Viskositat hin. 

Obwohl reichlich Bakterien und Hefezellen vorhanden waren, besa 
doch keines der Tiere gefiillte Nahrungsvakuolen. Dieser letzte Umstand 
legt allerdings nahe, daf die Nahrungsvakuolenbildung nicht nur von 
physikalischen Faktoren (Oberflachenspannung) bestimmt wird. Ware dies 
der Fall, dann miiffte eine geringe Viskositat des Plasmas den Vorgang 
der Nahrungsvakuolenbildung eher férdern als hemmen. Es scheint so zu 
sein, da eine Herabsetzung der Oberflachenspannung erst dann eine Stei- 
gerung der Nahrungsvakuolenbildung hervorruft, wenn die Zelle eine Art 
Bereitschaft zur Bildung von Nahrungsvakuolen aufweist. 


Dem niachsten Versuchsabschnitt liegen folgende Fragestellungen zu- 
grunde: 

a) Sind die Paramaecien imstande, ihre durch die Antibiotika erlittenen 
Schadigungen vollkommen zu beseitigen? 

b) Wann erfolgt der Eintritt der irreversiblen Schadigung? 

Ein einfaches Kriterium der normalen Zellfunktion ist die konstante 
Teilungsrate, die unter Aufrechterhaltung méglichst gleichmafRiger Ernah- 
rungs- und Temperaturbedingungen eine bestimmte Gréfe darstellt. Ab- 
weichungen von dieser GréRe oder gar das Ausbleiben. der Zellteilung lassen 
auf eine Stoffwechselschadigung schlieBen. 

Versuchsfiihrung: 

Die Paramaecien wurden in eine starker letale Lésung des betreffenden 
Antibiotikums iibergeimpft und der Zeitpunkt der Uberimpfung notiert. 
In gleichmaRigen Zeitabstanden wurden dann zwei (bei starkerer Schadi- 
gung mehrere) Paramaecien, nach vorheriger Passage durch reines Wasser, 
in das normale bakterienhaltige Medium zuriick- 
verset zt. 

Protoplasma, Bd. XLV/1 
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Nach dieser einfachen Methodik ergab sich fiir 
Penicillin: 

Die durch dieses Antibiotikum hervorgerufene Zellschadigung ist in 
hohem MafBe reversibel. Selbst Paramaecien, die schon sehr stark eifoérmig 
aufgetrieben waren und schwerfiallig auf der Stelle rotierten, erlangten nach 
der Riickversetzung in das normale Medium innerhalb einer Stunde ihre 
normale Kérperform wieder; 24 Stunden spiiter wiesen sie die gleiche 
Teilungsrate auf wie die Kontrolltiere. 

Erst wenn die Paramaecien bis zur Unférmigkeit aufgetrieben waren 
und fast regungslos auf dem Grunde lagen, kam es in dem normalen Me- 
dium zu einem Aufreifen der Pellicula: 

Diese hohe Reversibilitat der Penicillinschadigung 
steht in gutem Einklang mit der Ansicht, da Penicillin nicht in das Zell- 
innere eintritt, sondern lediglich die Membrankolloide beeinfluBt. 


Streptomycin: 

Paramaecien, die bis kurz vor der maximalen Schrumpfung in das nor- 
male Medium zuriickversetzt wurden, wiesen nach héchstens einer Stunde 
das normale Volumen auf und bewegten sich lebhaft; nach ca. 48 Stunden 
war der Anschluf an die Teilungsrate der Konitrolltiere erreicht. 

Maximal geschrumpfie Tiere brauchten bis zur Einstellung der ur- 
spriinglichen Kérperform und Beweglichkeit schon eine etwa zweistiindige 
Erholungszeit, und erst nach ca. 72 Stunden hatte die Teilungsrate den 
Kontrollwert erreicht. 


Im Beginn der Schwellungsphase befindliche Zellen reagierten unter- 
schiedlich: Bei dem gréRten Teil derselben setzte sich die pathologische 
Wasseraufnahme im normalen Medium weiter fort und bewirkte nach 
mehreren Stunden den Tod; die iibrigen Zellen erholten sich allmahlich 
und erreichten schlieBlich nach 96 bis 120 Stunden die gleiche Teilungsraie 
wie die Kontrolltiere. 


Wurden die Paramaecien im weit fortgeschrittenen Schwellungsstadium 
umpipettiert, dann erfolgte regelmaBig der Zelltod. 

Der sekundaire Wassereintritt in die Zellen kenn- 
zeichnet also den Beginn der irreversiblen Schiadi- 
gung. 

Bei der Feststellung der Regenerationsfihigkeit von Paramaecien, deren 
Teilung durch Streptomycin iiber mehrere Tage vollkommen gehemmt war 
(vgl. Tab. 3), ergab sich, da ein grofer Teil der Protozoen bereits irrever- 
sibel geschadigt war. Die Uberlebenden erreichten nach ca. 48 Stunden die 
Teilungsnorm. 

Chloronitrin: 


Diejenigen Paramaecien, die bis zum Ablauf der ersten Halfte der 
Abtétungszeit umpipettiert wurden, erreichten nach 48 Stunden die nor- 
male Teilungsrate. Nach dem Ablauf der halben Abtétungs- 
zeit setzte die irreversible Schadigung ein und erreichte 
etwa zu Beginn des letzten Viertels der Abtétungszeit ihre volle Starke. 
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Paramaecien, deren Teilung durch Chloronitrin iiber mehrere Tage ge- 
hemmt war (vgl. Tab. 4), teilten sich nach der Versetzung in das normale 
Medium nach 24 bis 48 Stunden wieder normal. 

Xanthocillin: 

Hier iiberraschte der sehr schnelle Eintritt der irrever- 
siblen Schadigung. Wurde eine Lésung verwandt, in der die 
Paramaecien 50 bis 60 Minuten lebten, dann geniigte schon eine Behand- 
lungsdauer von 3 bis 4 Minuten. um diese meistenteils irreversibel zu scha- 
digen. Besonders empfindliche Individuen konnten noch friiher irreversibel 
geschadigt werden. 

Die reversibel geschidigten Zellen erholten sich jedoch bald vollstandig. 

Nach einer laingeren, aber nicht so extremen Teilungshemmung (vel. 
Tab. 5) teilten sich die Paramaecien nach der Uberimpfung in xanthocillin- 
freies Medium nach 24 Stunden wieder normal. 


Kombination der Antibiotika 

Die Kombination der Antibiotika hat in der modernen Therapie grofe 
Bedeutung erlangt. In-vitro-Versuche und klinische Ergebnisse zeigten nam- 
lich, da eine Reihe pathogener Bakterien ygegeniiber bestimmten Anti- 
biotika-Kombinationen viel weniger resistent sind als gegeniiber dem ein- 
zelnen Antibiotikum (Bassalleck 1951; Ganster 1952 u. a.). Uber das 
Zustandekommen dieser Wirkungssteigerung herrscht z. Z. aber noch eine 
ziemliche Unklarheit. 

Die Lésung der Frage nach dem Wirkungsmechanismus der Kombina- 
tion setzt voraus, da der Wirkungsmechanismus der Komponenten bekannt 
ist. Nach meinen bisherigen Beobachtungen erscheint mir die Wirkungsweise 
des Penicillins, wenigstens gegeniiber den Protozoen, nicht so problematisch. 
Sein Einflu8 erstreckt sich auf die Zellmembran; es erhéht deren Hydrata- 
tionszustand und bewirkt eine gesteigerte Wasserpermeabilitat; schlieBlich 
kommt es zu einer Membranerweichung. 


Ich iiberlegte mir, da auf Grund einer derartigen Membranveranderung 
die Durchlissigkeit der Zellmembran fiir zellfremde Substanzen ebenfalls 
gesteigert sein kénnte. In der Tat ergab die Kombination der 
Antibiotika mit Penicillin auch dann eine deutliche 
Wirkungssteigerung, wenn die Penicillinkonzentra- 
tion unterhalb der letalen Grenze lag. 

Nachstehend wird im einzelnen iiber diese Ergebnisse berichtet. 


1. Versuchsserie: Penicillin -- Streptomycin 
Die Abtétungszeit betrug fiir Streptomycin, 10 mg/em* 222 Minuten 
fiir Penicillin, 5000 IE/cm* 19 Minuten 
durch Kombination sank die Abtétungszeit auf 2 Minuten 
Stufenweise Verringerung der Penicillinkonzentration bei gleichbleiben- 
der Streptomycinkonzentration lie noch deutlicher den Anstieg der Strep- 
tomycinwirkung erkennen: 
So betrug die Abtétungszeit fiir Penicillin, 3500 [E/cm*® = 180 Minuten 
durch Kombination sank die Abtétungszeit auf 16 Minuten 
3* 
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Die Paramaecien erfuhren bald nach ihrem Einbringen in die kom- 
binierte Lésung eine so starke Schrumpfung, daf sie wie blattférmig er- 
schienen. Kurz vor dem Zelltod erfolgte eine starke Volumzunahme. 

Die Abtétungszeit betrug fiir Penicillin, 2500 [E/cem* = 225 Minuten 
durch Kombination sank die Abtétungszeit auf 42 Minuten 

Auffallig war auch hier die enorme Schrumpfung, nach der eine patho- 
logische Volumzunahme einsetzte. 

Erstaunlich war, daf selbst eine Penicillinkonzentration von 1000 IE/cm‘, 
die unterhalb der letalen Grenze liegt, eine Senkung der Mortalitatszeit 
des Streptomycins von 222 Minuten auf 140 Minuten hervorrief. Die 
Schrumpfung verlief nicht so spontan, erreichte aber fast den gleichen Grad, 
wie vorstehend beschrieben. 


2. Versuchsserie: Penicillin + Chloronitrin 
Die Abtétungszeit betrug fiir Chloronitrin, 1 mg/cm* = 75 Minuten 
fiir Penicillin, 2000 IE/cm* = 330 Minuten 
durch Kombination sank die Abtétungszeit auf 12 Minuten 

Die Volumzunahme setzte schneller ein als in der reinen Chloronitrin- 
lésung; die Pellicula beulte an vielen Stellen aus und zerriff, so da das 
Plasma an mehreren Stellen zugleich herausquoll. Der Vorgang erweckte 
den Eindruck der Cytolyse. 

Auch in dieser Versuchsserie zeigte sich noch der Einfluf der nicht leta- 
len Penicillinkonzentration von 1000 IE/em* an der Herabsetzung der Ab- 
tétungszeit des Chloronitrins von 75 Minuten auf 32 Minuten. Die Volum- 


zunahme verlief auch hier schneller als in der reinen Chloronitrinlésung. 


3. Versuchsserie: Penicillin -- Xanthocillin 
Die Abtétungszeit betrug fiir Xanthocillin, 50 y/em* = 280 Minuten 
durch Kombination mit Penicillin, 2000 IE/cm*, sank die 

Abtétungszeit auf 100 Minuten 


Entgegen der durch Penicillin verursachten Wirkungssteigerung ergab 
die Kombination von Chloronitrin mit Streptomycin einen Wirkungsabfall. 


Herkunft und Chemismus der stark lichtbrechenden Tropfen. 

Wie auf Seite 20 und 23 berichtet wird, traten im Plasma der Para- 
maecien unter dem Einflu& von Streptomycin und besonders von Chloro- 
nitrin regelmafig stark lichtbrechende und unterschiedlich groRe Trop- 
fen auf. 

Der Umstand, daB nur kurze Zeit nach dem massenweisen Eintreten 
der basalen Cilienblaschen in das Entoplasma viele dieser stark licht- 
brechenden Tropfen auftraten (s. S. 23), lie® vermuten, daf diese aus 
Ciliensubstanz gebildet sein kénnten. 

In gutem Einklang mit dieser Vermutung stehen Beobachtungen iiber 
das Verhalten abgestoRener Cilien im AuRenmedium. 

In den Fig. 1—11 der Abb. 25 ist die Veranderung, die eine abgestoene 
Cilie im Aufenmedium durchmacht, in mehreren Phasen dargestellt. 
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Fig. 1 zeigt den Beginn einer Quellung und Membranabhebung am 
proximalen Cilienende. Danach kommt es, wie Fig. 2 zeigt, zum beider- 
seitigen AbflieRen der Ciliensubstanz und zu ihrer polaren Anhaufung in 
einer sich immer mehr rundenden Blase (Fig. 2—4). Diese lést sich schlieR- 
lich von dem schlanken Cilienteil, der einen mehr oder weniger grofen 
stark lichtbrechenden Rest hinterlaRt (vgl. Fig. 4 und 5). 


Die sehr dehnbare Membran des Blaschens erméglicht eine grofe 
Volumzunahme (Fig. 4a). 


Solche Stadien, wie sie in den Fig. 4, 5 und 4a dargesiellt sind, kamen 
auch im Entoplasma der Streptomycin- und Chloronitrintiere oft massen- 
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Abb. 25. 


weise vor; es waren sicherlich die mehr oder minder stark gequollenen 
basalen Cilienblaschen. Der Einwand, da es sich hierbei um stark ge- 
quollene Mitochondrien oder ahnliche Strukturen handeln kénnte, wird 
damit entkraftet. 


Daf die Ciliensubstanz auch vollstandig zu kondensieren vermag, wurde 
ebenfalls an abgestoRenen Cilien festgestellt. Gelangte die abgestofene, 
zunachst noch in der ganzen Lange schlanke Cilie in austretendes Hyalo- 
plasma (Quetschpraparat), dann konnte beobachtet werden, wie die Cilien- 
substanz allmahlich vollstandig in das schon friiher gebildete basale Blas- 
chen abfloB, so daf dieses stark lichtbrechend wurde (Fig. 6—8). Das nun 
von der Ciliensubstanz erfiillte Blaschen zeigte eine auffallige Tendenz zur 
hantelférmigen Durchschniirung (Fig. 9—11). Solche hantelférmige Teilungs- 
figuren konnten ebenfalls im Plasma antibiotikabehandelter Paramaecien 
festgestellt werden. 
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Diese Befahigung zur Kondensation lat es méglich erscheinen, daf die 
stark lichtbrechenden Tropfen durch eine Verschmelzung mehrerer basaler 
Cilienblaschen gebildet wurden. Ein solcher Vorgang konnite allerdings nicht 
direkt beobachtet werden. 

Uber die chemische Beschaffenheit der stark lichtbrechenden Tropfen 
ist nichts Sicheres anzugeben. Zwar fand v. Gelei nach Osmiumfixierung 
in den Cilien schwarz gefarbte kugelige und kurzstabchenférmige Kérn- 
chen, die durch eine Behandlung mit Alkohol und Ather wieder zum Ver- 
schwinden gebracht werden konnten; aber hieraus auf den Lipoidcharakter 
der Koérnchen zu schlieBen, erscheint mir verfriiht. 

Auch die grofe Affinitaét der Tropfen zu basischen Farbstoffen, wie 
Akridinorange, Neutralrot, Bismarckbraun und Methylenblau, ist kein 
spezifischer Nachweis auf Lipoide. 

Leider war es mir nicht mehr méglich, ein von S pek (1942) beschrie- 
benes Verfahren anzuwenden, nach dem es méglich sein soll, auf optischem 
Wege Lipoide in lebenden Zellen nachzuweisen. 


Diskussion 


Beim Penicillin fehlt der cytostatische Wirkungsbereich fast vollstandig. 
Der Grund hierzu ist folgender: Entweder werden die Paramaecien in einer 
bestimmien Penicillinkonzentration eine so starke Volumzunahme erleiden, 
da sie platzen, oder sie vertragen diese Konzentration eben noch und leben 
weiter. Wenn sich weiterhin zeigt, da sich schon kurz vor dem Tod befind- 
liche Paramaecien im penicillinfreien Medium in erstaunlich kurzer Zeit 
erholen, dann ist anzunehmen, da8 Penicillin in verhaltnismaBig indifferen- 
ter Weise eine Steigerung der Wasserpermeabilitat der Zellmembran be- 
wirkt, und der Zelltod letzten Endes nur durch eine mechanische Zerstérung 
der Zellhaut infolge des hohen Binnendruckes eintritt. 

Die ,,Schadlichkeit* des Antibiotikums beruht offenbar darauf, daB es 
die Permeation schaidigender Substanzen aus dem AuSenmedium erhéht 
(vgl. die Kombinationsversuche). 

Die an Paramaecium und anderen Ciliaten gemachte Feststellung, daf 
Penicillin lediglich die Membran beeinfluBt, wurde auch an Bakterien ge- 
macht. Es zeigte sich, daf nur ein verschwindend kleiner Teil des Penicillins 
in das Cytoplasma der Bakterien eindringt; der iibrige Teil haftet an der 
Zellwand. Durch eine Zertriimmerung und fraktionierte Abtrennung des 
Zellwandmaterials vom Plasma ergab sich, da 72 bis 96% von der Zell- 
wand aufgenommen wird. Mit welcher Zellwandkomponente Penicillin rea- 
giert, kénnen die Autoren nicht angeben. Es ist aber festgestellt worden, 
daf der aus Penicillin und Komponente gebildete Komplex leicht zerstért 
wird, wenn die Bakterien zertriimmert werden (A. v. Few, P.D. Cooper 
und D. Rowley 1952). 

Problematischer sind die durch Streptomycin hervorgerufenen Zustands- 
anderungen. Als einziges Antibiotikum verursacht es eine Schrumpfung der 
Zelle. Da&® diese durch eine Hypertonie des Mediums bedingt ist, ist nicht 
anzunehmen, denn bereits 5 mg/em* Hydrochloridsalz bewirken eine deut- 
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liche Schrumpfung. Dabei muff das hohe Molekulargewicht von Strepto- 
mycin noch beriicksichtigt werden. AuRerdem findet in bedeutend héheren 
Penicillinkonzentrationen keine Schrumpfung der Zelle statt, obwohl Peni- 
cillin ein viel geringeres Molekulargewicht besitzt. 

Streptomycin beeinflu&t wahrend der Schrumpfungsphase nur die ober- 
flachlichen Plasmakolloide, denn auch maximal geschrumpfte Zellen weisen 
nach der Riickversetzung in streptomycinfreies Medium nach einer Stunde 
die normale Kérperform auf und schwimmen lebhaft. Fiir eine nur geringe 
Eindringtiefe des Antibiotikums sprechen auch die Beobachtungen, daft 
wahrend der sekundar stattfindenden Volumzunahme weder die Geschwin- 
digkeit der Plasmastrémung noch die Kerne verandert sind. Die Schrump- 
fung wird infolgedessen durch eine direkte Beeinflussung der Zellmembran 
hervorgerufen. 

Worauf jedoch physikochemisch der starke Wasserentzug beruht, kann 
nicht sicher angegeben werden. Vielleicht liegt diesem Vorgang die gleiche 
Gesetzmifigkeit zugrunde, die die sogenannte negative Osmose bewirkt. 

Streptomycin verursacht ferner im streng cytostatischen Wirkungs- 
bereich oftmals eine iiberdurchschnittliche Zunahme an Thymonukleinsaure 
und Gestaltveranderungen des Makronukleus. Die Folge ist eine Vergré- 
Berung der Kernoberfliche. Es ist aber sicher nicht so, da diese Ober- 
flichenvergréRerung auf eine gesteigerte Arbeitsleistung der somatischen 
Komponente (Makronukleus) zuriickgefiihrt werden kann, denn die Ver- 
arbeitung optimaler Nahrungsmengen ist ja nicht notwendig, da keine oder 
nur sehr wenige Nahrungsvakuolen vorhanden sind. 

Im einfachsten Falle kénnten die Formveranderungen der Kerne und 
ihr Zerfall in mehrere ungleiche Teilstiickke durch den abnormen Gehalt an 
Thymonukleinsaure bedingt sein. 

Der abnorme Gehalt an Thymonukleinsaure wird wahrscheinlich darauf 
beruhen, daf durch Streptomycin bedingte Funktionsstérungen die Sub- 
stanzabgabe des Makronukleus an das Protoplasma hemmen, wodurch es 
zu einer Substanzanhaufung im Kern kommt; hier erfolgt dann der teil- 
weise Um- und Aufbau der iiberschiissigen Substanzen zu DRS und RNS. 

Es ware noch darauf hinzuweisen, da die Unregelmafigkeit der Kern- 
konturen und der Kernzerfall Ahnlichkeit mit der sogenannten Kernfrag- 
mentation aufweist, die u. a. an degenerierenden Zellen beobachtet wor- 
den ist. 

In welcher Weise Streptomycin in das Stoffwechselgeschehen eingreift, 
kann nach den vorliegenden Befunden nicht angegeben werden. Es scheint, 
als ob durch die starke Dehydratation der Zellmembran die Zellatmung 
herabgesetzt wird. 


Chloronitrin hat ebenfalls nicht den Charakter einer ausgesprochen 
toxischen Substanz. Die friihzeitige véllige Lahmung der Tatigkeit der 
pulsierenden Vakuolen und die auffallige Verlangsamung der Schwimm- 
bewegung sind die Folge eines starken Anstieges der Viskositat des Proto- 
plasmas. Selbst wenn die Strémung des Protoplasmas infolge der gestei- 
gerten Viskositat voéllig zum Stillstand kommt und die Chromatin- 
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ausfillung fast vollstandig ist, ist die Zelle nur reversibel geschadigt, denn 
sie kehrt nach der Riickversetzung in chloronitrinfreies Medium innerhalb 
kurzer Zeit in den Normalzustand zuriick. 

Auch die cytostatische Wirksamkeit von Chloronitrin beruht offenbar 
auf der Lihmung der Zelltatigkeiten infolge der gesteigerten Viskositit des 
Protoplasmas. 


Xanthocillin X ist eine ausgesprochen toxische Substanz. Die Toxizitit 
kommt besonders deutlich durch die sehr friihzeitige irreversible Schiadi- 
gung der Zelle zum Ausdruck. Die Feststellung da schon auferst geringe 
Konzentrationen des Antibiotikums die Tatigkeit der pulsierenden Vaku- 
olen und die Schwimmbewegung hemmen, ohne daf cytomorphologische 
Veranderungen aufireten, deuten auf eine friihzeitige Schadigung besonders 
lebenswichtiger Zentren. 

Die nach dem Zeitpunkt der irreversiblen Schadigung stattfindende 
starke Volumzunahme und sdhlieflich die Ausfallung der Plasmakolloide 
und Nukleoproteide sind dann nicht mehr der Ausdruck einer spezifischen 
Wirkung des Antibiotikums. 


Nach dem Zeitpunkt des Eintrittes der irreversiblen Schadigung hatte 
sich die folgende Toxizitiatsreihe ergeben: 

Am geringsten toxisch ist Penicillin, dann folgt Streptomycin — Chloro- 
nitrin — Xanthocillin. Es ist bemerkenswert, da& diese an Paramaecium 
caudatum gefundene Toxizititsreihe mit der an der Maus gefundenen iiber- 
einstimmt (s. Beiersdorf und Ahrens, Tab. IV). 


Zusammenfassung 


Es wurde die Wirkung von Penicillin, Streptomycin, Chloronitrin und 
Xanthocillin X an Paramaecium caudatum gepriift. 

Ca-Penicillin (Wertigkeit: 1100 IE/mg): 

4200 IE/cm? (= 3,8 mg/cm’) bewirken nach ca. 175 Minuten den Tod der 
Paramaecien. Oberhalb dieser Konzentration verkiirzt sich die Abtétungs- 
zeit proportional mit dem Konzentrationsanstieg; es ergibt sich eine 
typische Absterbekurve. 

Die Konzentration von 4200 1E/cm® stellt einen Grenzwert dar, denn 
eine verhialinismafig geringe Senkung dieses Wertes um 800 IE/cm® lat die 
Abtétungszeit auf iiber 48 Stunden ansteigen. 

Unterhalb 4200 IE/cm3, bis etwa 2000 IE/cm3, zeichnet sich also ein weni- 
ger stark letales Konzentrationsgebiet ab. 

In einem Bereich von 1250 bis 400 IE/em* wird die Zellteilung deutlich 
gefordert. 

Zwischen dem weniger stark letalen Gebiet und dem Gebiet der Tei- 
lungsférderung liegt eine nur enge Konzentrationsspanne, in der es zu einer 
mehrtagigen Teilungshemmung kommen kann. In der Regel tritt jedoch 
eine vollstandige Teilungshemmung, die mehrere Tage andauert, nicht auf. 
Penicillin fehlt somit der cytostatische Wirkungsbereich. 

Unter 400 IE/cm® ist keinerlei Wirkung zu verzeichnen. 
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Die Wirkung von Penicillin hangt stark vom pH des Mediums ab. Seine 
maximale Wirkung entfaltet es im sauren Bereich (pH 4,5—6,8). 

Penicillin besitzt nur eine geringe Toxizitat. Sein Einflu8 erstreckt sich 
auf die Zellmembran, indem es deren Wasserpermeabilitaét und Plastizitat 
erhéht. Im stirker letalen Bereich kommt dies durch eine pathologische 
Volumzunahme und eine sich hieran anschlieRende Verformung der Zelle 
zum Ausdruck. Diese zeichnet sich bis zum Tode durch eine gesteigerte 
Durchsichtigkeit aus. Morphologische Veranderungen der Plasmastrukturen 
treten nicht auf. 

Die geringe Toxizitat zeigt sich besonders an dem sehr spaten Eintritt 
der irreversiblen Schadigung. Selbst Paramaecien, die bereits stark eiférmig 
aufgetrieben sind und langsam auf der Stelle rotieren, erlangen nach der 
Versetzung in penicillinfreies Medium schon nach einer Stunde ihre ur- 
spriingliche Form und Bewegung zuriick; ihre Teilungsfahigkeit ist danach 
ebenfalls normal. 

Die Penicillinwirkung erfolgt sicher unabhangig von bestimmten Kern- 
teilungsphasen; denn mehrere Stunden alte Zellen, unmittelbar vor der 
Teilung befindliche Zellen, Teilungsstadien, ganz junge Tochterzellen und 
auch Konjuganten weisen die gleiche Penicillinresistenz auf. 

Ca-Streptomycin (Wertigkeit: 507 SE/cm?): 

Es sind schon 10 mg/cm? notwendig, um Paramaecium nach 150 bis 
200 Minuten abzutéten. Bei einem weiteren Anstieg der Konzentration er- 
gibt sich eine im Prinzip gleiche Absterbekurve, wie sie auch beim Penicillin 
auftritt. 

Ahnlich wie beim Penicillin ist der starker letale Bereich dadurch ab- 
gegrenzt, da eine verhaltnismaRig geringfiigige Senkung der Konzentra- 
tion eine bedeutende Verlangerung der Abtétungszeit hervorruft. 

Ein wesentlicher Unterschied zur Penicillinwirkung besteht darin, daf 
Streptomycin unterhalb des schwicher letalen Bereiches die Zellteilung 
vollstandig hemmt; der Bereich der Teilungshemmung umfaft 2 bis 
0,8 mg/cm’. 

Unter diesem cytostatischen Bereich liegt schlieBlich ein Konzenirations- 
gebiet, in dem die Teilung der Paramaecien deutlich geférdert ist; es um- 
faRt etwa 0,4 bis 0,1 mg/cm’. 

Eine pH-Abhangigkeit der Wirkung ist wenig ausgepriagt 

Im Gegensatz zu Penicillin verursacht Streptomycin in starker letaler 
Konzentration eine weitgehende Schrumpfung der Zelle; dieser Schrump- 
fung, die wenigstens die erste Halfte der Abtétungszeit einnimmt, folgt 
eine starke Volumzunahme. 


Paramaecium bleibt trotz der Volumzunahme undurdhsichtig; seine 
Oberflachenskulptur springt scharf hervor. Hieraus kann auf eine De- 
hydratation der Zellmembran geschlossen werden. 

Erginzende Versuche mit dem Streptomycin-Hydrochloridsalz, das die 
Durchsichtigkeit des Objektes nicht ganz so stark verminderte, ergaben 
weder eine Veranderung des Makronukleus noch eine deutliche Anderung 
der Viskositat des Protoplasmas. 
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Erst nach dem Aufhéren der Cilientitigkeit (Zelltod) dringt das Anti- 
biotikum in das Zellinnere und verursacht eine Ausfallung der Plasma- 
kolloide. 

Die Wirkung des Streptomycins ist gegeniiber Paramaecien, die sich in 
verschiedenen Phasen der Kern- und Zellteilung befinden, unverindert. 
Auch gegeniiber Konjuganten ist die Wirkung unveriandert. 

Streptomycin ist etwas stirker toxisch als Penicillin. Maximal ge- 
schrumpfte Paramaecien erhalten nach etwa zweistiindigem Verbleib in der 
streptomycinfreien Lésung ihre urspriingliche Form zuriick und schwim- 
men lebhaft; die normale Teilungsrate stellt sich nach 48 Stunden ein. Da- 
gegen sind Paramaecien, an denen der Beginn der sekundiren Volum- 
zunahme wahrzunehmen ist, oftmals schon irreversibel geschidigt. 

Werden Paramaecien nach einer 96- bis 120stiindigen Teilungshemmung 
in streptomycinfreies Medium umpipettiert, dann ergibt sich bei den mei- 
sten eine irreversible Schidigung; die noch nicht irreversibel geschiadigten 
Individuen erholen sich jedoch verhiltnismafig schnell. 

Nach einer 72stiindigen Teilungshemmung zeigen die Paramaecien eine 
erhebliche Gréfenabnahme und ein Schiitterwerden der Bewimperung. Ihr 
Makronukleus ist mehr oder weniger verindert, er ist langgestreckt, unregel- 
mafig gelappt oder in zwei bis mehrere Teilstiicke zerfallen. Diese Form- 
veranderung ist oft von einer Zunahme an Thymonukleinsaure begleitet. 

Der Mikronukleus erscheint unverindert. Es ist bemerkenswert, daf an 
Paramaecien, die infolge irgendeines Umstandes keinen Mikronukleus be- 
sitzen, eine besonders extreme Gestaltverinderung und Gréfenzunahme 
des Makronukleus auftritt. : 

Die Zellmembran ist dehydratisiert und verleiht den Tieren ein starres 
Aussehen. 

Chloronitrin: 

5 mg/cm? toéten die Paramaecien bereits nach 2,5 Minuten, und in einer 
Konzentration von 3 mg/cm? leben sie etwa 150 Minuten. Mit der weiteren 
Verringerung der Konzentration nimmt die Abtétungszeit proportional bis 
etwa 200 y/cm® zu. 

Bei dieser Konzeniration setzt eine starke Teilungshemmung ein, die 
unter 40 y/cm* allmahlich schwicher wird. 

Die Wirkung von Chloronitrin ist pH-abhangig, sie erhéht sich beider- 
seits des neutralen Bereiches (pH 6,46—7,16) mit der Zunahme der Aziditat 
bzw. Alkalitat. 

Zum Unterschied zu Penicillin und Streptomycin dringt Chloronitrin 
schnell in das Zellinnere, verursacht durch eine allmiahliche Viskositats- 
erhéhung die vollstandige Hemmung der Plasmastrémung und schlieBlich 
die Ausfallung der Plasmakolloide sowie der Nukleoproteide im Makro- 
und Mikronukleus (Verklumpung der Chromosomer). 

Diese Zustandsanderungen sind noch reversibel, wenn die Zelle bis zum 
Ablauf der halben Abtétungszeit in chloronitrinfreies Medium iibergeimpft 
wird. Die normale Teilungsrate stellt sich nach héchstens 48 Stunden ein. 
Mit dem Beginn der zweiten Halfte der Abtétungszeit setzt die irreversible 
Schadigung ein. 
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Nach einer 9%6stiindigen Teilungshemmung sind die Zellen noch nicht 
irreversibel geschadigt; nach 24 bis 48 Stunden ist die Teilung wieder 
normal. 

Auch beim Chloronitrin ergeben sich fiir Paramaecien, die sich in ver- 
schiedenen Phasen der Kern- und Zellteilung befinden, sowie fiir Konjugan- 
ten unveranderte Mortalitatswerte. 

Xanthocillin: 100 bis 50 y/cm* bringen die Paramaecien nach etwa 
35 Minuten zum Absterben. Doch selbst 5 y/em* sind noch tédlich; der Zell- 
tod erfolgt nach 22 bis 24 Stunden. 

Der unter der Letalgrenze befindliche cytostatische Wirkungsbereich ist 
nicht immer gleich stark ausgepragt. Gerade in den sehr niedrigen Kon- 
zentrationen macht sich eine groe Streuung der Werte bemerkbar, die den 
Gang der Untersuchung erschwert. 

Neben der hohen Wirkungsstirke iiberrascht der schnelle Eintritt der 
irreversiblen Schidigung. Bei einer Mortalitatszeit von 60 Minuten geniigen 
3 bis 4 Minuten, um die Zelle irreversibel zu schadigen. Die nicht irrever- 
sibel geschadigten Zellen erholen sich innerhalb kurzer Zeit. 

Nach einer %6stiindigen Teilungshemmung teilen sich die Paramaecien 
im xanthocillinfreien Medium nach 24 Stunden wieder normal. 

Die Wirkung ist stark vom pH abhangig. Das Wirkungsmaximum liegt 
auf der alkalischen Seite (pH 7,55—9,18). 

Wird Penicillin mit Streptomycin, Chloronitrin und Xanthocillin k o m- 
biniert, dann erhdht sich die Wirkung der Komponente. Der Wirkungs- 
anstieg ist bei der Kombination Penicillin-Streptomycin und Penicillin- 
Chloronitrin selbst dann noch eindeutig, wenn die Penicillinkonzentration 
nur 1000 IE/cm* betragt, ein Wert, der unter der Letalgrenze liegt. 

Der Wirkungsanstieg beruht offenbar auf einer Permeabilitatserhéhung 
der Zellmembran durch Penicillin. 


Die vorliegende Arbeit wurde im Institut fiir Mikrobiologie der Univer- 
sitat Rostock ausgefiihrt. Herr Prof. Dr. Dr. K. Po p pe, Direktor des In- 
stituts, stellte mir in freundlicher Weise einen Arbeitsplatz, die notwendi- 
gen Apparaturen und Materialien zur Verfiigung. Herrn Prof. Dr. Dr. 
Poppe méchte ich hiermit meinen besten Dank aussprechen. 

Herr Prof. Dr. J. Spek, Direktor des Zoologischen Instituts der Uni- 
versitit Rostock, orientierte sich laufend iiber den Stand meiner Unter- 
suchungen und gab mir Hinweise. Herrn Prof. Dr. Spek danke ich vielmals 
fiir seine Bemiihungen. 
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Ein wichtiges Ergebnis der modernen Zellphysiologie ist der Befund, 
daf protoplasmatische Strukturen Richtung und Intensitat physiologischer 
Prozesse wesentlich beeinflussen kénnen und daf auch umgekehrit die 
physiologischen Prozesse einen Einflu® auf den kolloiden Strukturzustand 
des Plasmas ausiiben. Es liegt also eine wechselseitige Beeinflussung vor. 

Aus dieser Korrelation kann man schlieBen, da die in vivo beobachte- 
ten Erscheinungen, wie z. B. Fermentaktivitaét, Alterungsgeschwindigkeit, 
Diirre- und Frostresistenz, Transpirationsintensitat, Stoffaufnahme usw., 
ein Ausdruck physikalisch-chemischer Grundvorginge sind, die sich in 
bzw. an den Plasmakolloiden abspielen. Anders ausgedriickt: Fiir die 
Regulation physiologischer Prozesse ist der kolloide Zustand des Plasmas 
hinsichtlich des Dispersitatsgrades, Aktivitat der Wasserbindung und des 
elektrokinetischen Potentiales (sowie der von diesen Faktoren abhangigen 
Groen, wie Viskositat, Permeabilitat, Synarese u. a.) von ausschlaggeben- 
der Bedeutung. 

Der Kolloidzustand des Plasmas seinerseits ist nun nicht stationir, 
sondern ist, wie oben bereits erwaihnt, vom Ablauf der physiologischen 
Prozesse beeinfluRbar. Auferdem wird der kolloide Zustand des Plasmas 
auch von dem Milieu beeinfluBt, in welchem das betreffende Individuum 


1 Aus einer der mathematisch-naturwissenschaftlichhen Fakultat der Universitat 
Leipzig 1953 vorgelegten Dissertation, die in der DDR nur in wenigen Schreib- 
maschinen-Exemplaren versandt wurde. 
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lebt. Besonders Temperatur und Wassersiattigung der Umgebung, sowie 
das Ionenmilieu (z. B. Salzgehalt des Bodens oder der Nahrfliissigkeit) iiben 
einen Einflu® aus, indem sie Viskositat, Permeabilitat, Synaresegeschwin- 
digkeit der Plasmakolloide veriindern kénnen. Es ist also der Grad der 
physiologischen Aktivitat der Gewebe auch vom Milieueinflu& abhingig. 

Die Temperatur und der Wassersattigungsgrad der Umgebung einer 
gréBeren Anbauflaiche von Kulturpflanzen sind im allgemeinen nur schwie- 
rig so zu halten, dal} sie dauernd dem Optimum der Lebensbedingungen 
der betreffenden Pflanzen entsprechen. Die genannten Faktoren, die einen 
wesentlichen EinfluB auf die Struktureigenschaften der Zellkolloide aus- 
iiben, scheiden also auf Grund der eben angefiihrten Unbeeinflu@barkeit 
durch den Ackerbauer fiir die Praxis zuniachst aus. Veranderungen der 
Zellkolloide kénnen jedoch auch durch Salze bzw. deren Ionen hervorge- 
rufen werden, wie bereits erwahnt wurde. Diese Tatsache ist deshalb von 
praktischhem Belang, weil die Mineraldiingemittel als derartige 
lonen auf das Zellplasma einwirken und es in seiner kolloiden Struktur 
verindern. Diingemafinahmen kénnen daher je nach Menge und Verhilt- 
nis der Bestandteile der beigefiigten Salze die physiologische Aktivitat 
der Pflanze férdern oder bei unzweckmiltiger Zusammensetzung schadi- 
gend wirken. Es miifte demnach méglich sein, durch geeignete Diinge- 
mafnahmen, die in der Hand des Ackerbauers liegen, den Kolloidzustand 
des Plasmas so zu beeinflussen, daf die biologische Aktivitat der Gewebe 
und damit auch Eriragshéhe und Ertragssicherheit eine Steigerung er- 
fahren. 

Zur Erreichung dieses Zieles ist jedoch eine genaue Kenntnis der Wir- 
kung der beireffenden Mineralsalze auf das Zellplasma erforderlich. Es ist 
also eine Erforschung derjenigen physikalisch-chemischen Grundvorginge 
an den Zellkolloiden niitzlich, die auftreten, wenn Elektrolyte auf Plasma- 
kolloide einwirken. 

Zur Ermitilung dieser physiko-chemischen Grundlagen  erscheinen 
Untersuchungen an kolloiden Systemen in vitro mit bestimmten Modell- 
substanzen zweckmiafig. Modellversuche haben schon oft in solchen Fillen 
zur Lésung eines Problems beigetragen, in denen eine Untersuchung am 
lebenden Objekt wegen der Fiille von verschiedenartigen, oft undefinier- 
baren Nebenfaktoren scheinbar widersprechende Befunde ergab. Die Be- 
trachtung der Zelle als ein kolloides System ist durchaus nicht abwegig und 
hat schon in mancher Hinsicht eine Vertiefung des Einblickes in die Natur 
physiologischer Vorginge erméglicht. 

Es wurden deshalb derartige physikalisch-chemische Untersuchungen 
durchgefiihrt, um die Wirkung verschiedener Elektrolytzusitze zu unter- 
suchen. Die Blickrichtung wandte sich dabei insbesondere auf die Beein- 
flussung des Wasserhaltevermégens pflanzlicher Zellinhalte. Die Unter- 
suchungen erstreckten sich im wesentlichen auf Elektrolyte, die Verwen- 
dung als Mineraldiinger finden. Im Vordergrund des Interesses stand der 
EinfluB der Kalium- und Calciumionen auf den Kolloidzustand sowie die 
Wirkung des pH-Faktors. Als Modellsubstanz fand A gar Verwendung, 


das der sonst iiblichen Gelatine vorgezogen wurde, da es pflanzlicher Her- 
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kunft ist und wegen seines Gehaltes an polymeren Kohlehydraten der 
Zusammensetzung pflanzlicher Zellinhalte nahekommt. 

Es wurden bei der Bearbeitung des vorliegenden Themas viskosi- 
metrische Messungen durchgefiihrt, iiber deren Ergebnisse nachfolgend 
in gedrangter Kiirze das Wesentliche berichtet werden soll. 

Die Kenntnis der Viskositiat und der Einflu& von Elektrolyten auf 
diese erschien deshalb als besonders wichtig, weil eine erhéhte Plasma- 
viskositaét als eines der typischsten zellphysiologischen Kennzeichen fiir 
eine erhéhte Resistenz gegen Diirre und Kilte gilt. Der Befund, daf 
diirreresistente Pflanzen ein viskoseres Plasma besitzen als diirreempfind- 
liche, wurde in den letzten Jahren von einer Reihe von Autoren an Hand 
von Zentrifugierungsversuchen sowie durch Anwendung der Weberschen 
Plasmolysezeit-Methodik gewonnen und _ iibereinstimmend angegeben: 
P. A. Henkel [5], H. Schmidt, K. Diewald und O. Stocker [12], 
D. Seible [13], H. Schmidt [11], S. Strugger [16], O. Stocker 
[15], R. Newton und W. M. Martin [8], A. Pisek [9]. 

Es ist aus den Erfahrungen der Kolloidchemie bekannt, da die Vis- 
kositét biogener, hydrophiler Kolloide einem starken Einflu& durch 
Elektrolyte unterliegt. Entsprechend dem allgemeinen Verhalten hydro- 
philer Kolloide wird die Ursache fiir eine Veranderung der Plasmastruktur 
in der Richtung der ViskositatserhGhung in der Erhé hung der Hydro- 
philie, d. h. der Wasserbindefahigkeit des Plasmas, und in einer V er mi n- 
derung des Gehaltes an freiem, intermizellarem Wasser des Plasmas 
gesucht: W. Ruhland und W. Kessler [10], H. W. Fuchs [4], 
J. Weigert und H. Weizel [18]. 

Durch Vergréferung der wasserhaltenden Kraft wird die Stabilitat 
gegen wasserentziehende Einfliisse (durch Frost und Diirre) erhoht. 

Die physikalische Voraussetzung der viskosimetrischen Messungen war, 
daf die Beziehung Einsteins |3] es gestattet, Aussagen iiber das Ver- 
haltnis des Kolloidvolumens zum Gesamtvolumen zu machen. Sie iautet: 


(1) 


dabei bedeuten: 7, die innere Reibung des Wassers und y das Gesamt- 
volumen der dispersen Phase in der Volumeneinheit des Dispersionsmittels. 
Fiir Teilchen einer willkiirlichen Gestalt hat v. Smoluchowski [14! 
die Einsteinsche Formel erweitert zu: 


4=1% (1 + Kg) (2) 


Durch die Einfiihrung des Faktors K behilt die Einsteinsche Gleichung 
auch fiir Biokolloide, deren Teilchen keine Kugelform besitzen, Giiltigkeit. 

Die Gréfe gp, die Ausdruck des Gesamtvolumens ist, kann aus drei 
einzelnen Volumina bestehend aufgefaBt werden: 

1. das Volumen der wasserfreien, dispergierten Substanz selbst, 

2. das Volumen des Hydratwassers, 

3. das Volumen des stagnierenden, in intermizellaren Hoéhlungen ein- 
geschlossenen kapillaren Wassers. 
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Verainderungen des Volumens 1 kénnen sich durch Anderung der 
Teilchenstruktur (Anderung des Dissymmetriefaktors) ergeben. Faktoren, 
die geeignet sind, das Ausmaf der elektrischen Ladungen der Kolloidsub- 
stanz zu verdndern, werden mit Wahrscheinlichkeit das unter 2 ange- 
fiihrte Volumen beeinflussen, da sie auf diesem Wege einen Einflu& auf 
die Hydratation der Kolloidionen ausiiben. Zum anderen werden sich 
Anderungen in der nichtionischen Hydratation, in der Kettenlange und in 
der kolloiden Struktur durch eine Verainderung des Volumens 3 auswirken. 
Im wesentlichen werden Veranderungen in der Gréfe des Hydratmaniels 
(Schwarmwasser) um das Kolloidteilchen fiir Viskositatsinderungen ver- 
antwortlich zu machen sein, da bei gleichbleibender Untersuchungssubstanz 
die Teilchen stets die gleiche Form haben. 


Bei der MeBtechnik war es erforderlich, Fehler, die durch turbulentes 
Strémen, Strukturviskositat, Alterung, thermische Einfliisse, Lagerung des 
Viskosimeters, Methodik der Herstellung der Agar-Elektrolytmischungen 
usw. hervorgerufen werden kénnen, zu vermeiden. Es war daher notwen- 
dig, eine besondere Arbeitsmethodik auszuarbeiten. Diese ist in allen 
Einzelheiten in der Originalarbeit (Diss. Markert, S. 11—28 [7]) angegeben. 
Zur Durchfiihrung der Messungen wurde ein Viskosimeter nach Tsuda 
[17] benuizt. ‘ 


Bei der vergleichenden Viskositatsmessung ergab sich im wesentlichen 
folgendes: 


Ein Zusatz einzelner, isolierter Elektrolyte (KCI, NaCl, KNO,, K,SO,; 
CaCl,, BaCl,, MgCl, FeCl,, AlCl,; KOH, NaOH; HCl, HC1O,, H,SO,) in 
aquivalenten Mengen bewirkte in allen untersuchten Fallen, da® eine mehr 
oder weniger starke Viskosititserniedrigung eintrat. Fiir diese 
Viskositatsdepression ist das Kation verantwortlich zu machen, wahrend 
das Anion nur eine untergeordnete Rolle spielt. Bei gleichen Aquivalent- 
konzentrationen der verschiedenen Elektrolyte sind die relativen Viskosi- 
tatsabnahmen nicht gleich, sondern nehmen in der Reihenfolge KCI< CaCl, 
<FeCl, zu, wie aus Abb. 1 ersichtlich ist. So betragt z. B. bei einer Elek- 
trolyikonzentration von 10,0 Millival die beobachtete Viskositat in Prozen- 
ten der Anfangsviskositaét (Wasserzusatz) bei KC! =79%, CaCl, =735%, 
FeCl, = 64%. Der Einflu& der Valenz des Kations tritt also stark in den 
Vordergrund. 


In Abb. 1 sind als Reprasentanten fiir ein-, zwei- und dreiwertige Kat- 
ionen die Kurven fiir KCl, CaCl, und FeCl, dargestellt, wahrend HCl und 
KOH die Kurvenbiindel fiir Saéuren bzw. Laugen vertreten. Auf der 
Ordinate ist die relative Viskositit 71) aufgetragen, die Abszisse gibt die 
Aquivalentkonzentration der Lésungen im negativen logarithmischen MaR- 
stab wieder. (7,.; entspricht der gemessenen Durchlaufzeit im Verhiltnis 
zu der des Wassers: re} =), 

jo 

Diese ermittelte Viskositatserniedrigung ist bei allen negativ geladenen 
Biokolloiden nach Zusatz eines Elektrolyten anzutreffen, wie die Erfah- 
rungen der Kolloidchemie zeigen. 
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Mit den Erkenninissen der Pflanzenphysiologie steht dieses Verhalten 
insofern im Einklang, als auch hier einzelne, isolierte Salze ausgesprochen 
giftig fiir den Organismus sind. Dies geht namentlich aus den bekannten 
Untersuchungen von Lillie, Ringer, J. Loeb, Herbst, Wo. Ostwald, Oster- 
hout, Fitting u. a. hervor. Die genannten Autoren fanden, daf reine Salz- 
lésungen stets abnorme Zustiinde des Protoplasmas hervorrufen, dagegen 
Salzgemische, in denen die Nahrelemente in genau ausbalancierten Ver- 
hiltnissen stehen, auf das 
Protoplasma eine giin- 


stige Wirkung ausiiben. — 
R. Haber (6) bezeichnet <— 


das Verfahren, die Be- Pe, 
deutung der Salze fiir die 


Lebensvorginge durch 
Versuche mit den Lésun- 
gen einzelner Salze ~ x Y 
erkennen zu wollen, als 

unphysiologisch. Wo im- 
mer die Zellen von einem 
saizhaltigen Milieu geba- 
det werden, da handelt 
es sich um eine Salz- 

mischung. Auer im aus- ee 
geruhten Naturboden be- Trel 
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vor allem im Zellsaft und 
im Plasma selbst. Diese 
verschiedene und sogar entgegengesetzte physiologische Wirkung einzelner 
Ionen wird als lonenantagonismus bezeichnet. 

Wenn Elektrolytzusatze nach den bisherigen Erfahrungen der vorge- 
nommenen Messungen in jedem Falle eine mehr oder weniger starke 
Viskositatsherabsetzung hervorriefen, so hatte daraus geschlossen werden 
kénnen, da eine Mineralsalzdiingung auch in jedem Falle die Viskositit 
des Pflanzenplasmas vermindert. Das wiirde jedoch im Gegensatz zu den 
Befunden vorgenannter Autoren stehen, die angeben, daf die erhéhte 
wasserhaliende Kraft bei diirreresistenten Pflanzen ihren Ausdruck in einer 
Viskositatserhéhung der Plasmakolloide findet. Das Ziel der Unter- 
suchungen war es, den Ursachen nachzugehen, die bewirken, daf eine ge- 
eignete Diingung den Wasserhaushalt der Pflanze giinstig beeinflussen 
kann, wie dies besonders von A. Arland und Mitarbeitern [1, 2] gefun- 
den worden ist. 

Es ergab sich aus den bisher dargestellten Ergebnissen die Aufgabe, daft 

Protoplasma, Bd. XLV/1 4 
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ein Weg gefunden werden muftte, der es gestattet, diese zwei sich scheinbar 
widersprechenden Gegebenheiten zu verbinden. Die Fragestellung war also 
die folgende: Wie kann bei Elektrolytzufuhr, die bei der Pflanze durch 
Aufnahme von Mineraldiingemitteln erfolgt, eine Viskositatssteige- 
rung stattfinden? 

Die Méglichkeit, zu einem positiven Ergebnis zu gelangen, wurde darin 
gesucht, Kolloidanaloga fiir die in der Physiologie so wichtigen 
antagonistischen Wirkungen der lonen aufzuzeigen. Da besonders 
die Alkali- und Erdalkali-lonen, welche bei vielen physiologischen Ant- 
agonismen eine Rolle spielen, iiber die Zellkolloide hinweg ihre Wirkung 
ausiiben, war es naheliegend, daft sich dieser Antagonismus auch modell- 
maRig wiedergeben aft.” 

Es wurden daher Untersuchungsserien angeschlossen, die zum Ziele hat- 
ten, die Wirkung verschiedener Mischungsverhialtnisse von KCl 
und CaCl, auf die Viskositat von Agar zu untersuchen. 

Uber die Ergebnisse dieser Untersuchungsreihe wird nachstehend berich- 
tet. Es wurden die folgenden Serien mit je einem bestimmten Mischungs- 
verhaltnis untersucht: 

in % 

750 % 

: 66,67 % 

sits Fo 

:80 % 
16,67 : 83,33% 
14,29 : 85.71% 
9,09 : 90,91% 
6,25 : 93,75% 
4,76 : 95,24% 
3,23 : 96,77% 
1,96 : 98,04% 
1,23 : 98,77% 
0,99 : 99,01% 


66,67 : 33,33% 
CP S25 
80 :20 % 
83,33 : 16.67% 
85,71 : 14,29% 
90.91 : 9,09% 
93,75: 6,25% 
95,24: 4,76% 
98,04: 1,96% 
98,77: 1,23% 
Die angegebenen Mischungsverhiltnisse beziehen sich auf Aquivalentkonzentratio- 
nen. Der pH-Wert betrug 5,5 bei allen Serien. 


2 Bereits J. Loeb (J. biol. Chem. (Am.) 1918, 31, 343; 34, 77 u. 489; 35, 497) 
ging diesen Weg, indem er Beispiele solcher Kolloidmodelle bei seinen Versuchen 
mit Gelatine gab. Der bei Zusatz von Mischlésungen von Alkali- und Erdalkali- 
ionen auftretende Quellungszustand entsprach allerdings nur dem additiven Ver- 
halten der zugesetzten Ionen. 
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Bei der Untersuchung der Wirkung dieser verschiedenen Mischungs- 
verhiltnisse von Ca: K ergab sich, daf nicht nur Viskositatswerte gefunden 
wurden, die zwischen den Werten der reinen KCl- und CaCl,-Kurven 
lagen, wie dies bei einer einfachen Additivitat der Ionenwirkungen er- 
wartet werden miiftte. Es zeigte sich vielmehr, daf die Mefwerte zum Teil 
hoéher liegen als diejenigen, die man nach Zusatz von aquivalenten Men- 
gen von KCI allein erhalt. Die beiden verschiedenartigen Kationen, von 
denen jedes fiir sich allein auf das Agarsol viskositatserniedrigend wirkt, 
hemmen sich also hier zum Teil in ihrem Vermégen, die Viskositat zu 
senken (Antagonismus). Zum Teil wurden aber auch Viskositatswerte ge- 
funden, welche niedriger lagen als diejenigen, welche man nach Zusatz 
von CaCl, erhalt. Bei bestimmien Mischungsverhaltnissen verstarken 
sich Ca++ und K+ also in ihrer viskositiatserniedrigenden Wirkung, es be- 
steht hier Sensibilisierung. 

Der flieBende Ubergang von Antagonismus, Additivitat und Sensibili- 
sierung ist aus Abb. 2 ersichtlich. Auf der Ordinate ist die relative 
Viskositat 7,,.;, auf der Abszisse die Gesamtkonzentration der Agarlésung 
an den Elektrolyten KC] und CaCl, im neg. log. Mafstab dargestellt. Die 
Parameter geben die jeweiligen Mischungsverhiltnisse an. 

Eine Sensibilisierung liegt vor bei Zusatz von Ca und K im Verhaltnis 
1:1. In niederen Konzentrationsbereichen (bis zu 2,0 Millival bzw. 2,70 neg. 
Log. der Aquivalentkonzentration) liegen die Viskositaétswerte zunachst in 
der Mitte zwischen den Werten fiir CaCl, und KCl. Mit steigenden Kon- 
zentrationen nahern sich die Viskositatswerte dieser Kurve jedoch immer 
mehr der der CaCl,-Kurve. Diese wird bei einer Konzentration von 
6.9 Millival (bzw. 2,16 neg. Log.) geschniiten, die Viskositatswerte liegen 
also bereits in einem verhaltnismafig niederen Konzentrationsbereich tiefer 
als die Viskositaétswerte nach CaCl,-Zusatz. Die Kurve des Mischungs- 
verhaltnisses Ca: K—=1:1 erreicht die niedersten Viskositatswerte aller 
Mischungsverhaltnisse. KC] und CaCl, verstarken sich also hier in ihrem 
Einfluf. 

Bemerkenswert ist, daf{ sowohl durch eine Erhéhung des Calciumanteils 
eine geringere Viskositatserniedrigung bewirkt wird als auch durch eine 
Verschiebung des Calcium-Kalium-Verhiltnisses zugunsten des Kalium- 
anteiles. Wird das Mischungsverhaltnis nach der Seite des Calciums 
erweitert (Ca: K =2:1, 4:1, 5:1, 6:4, 10:1), so zeigt sich, daf sich der 
Kurvenverlauf méhr und mehr dem der Kurve fiir reines Calciumchlorid 
nihert. Bei efnem Mischungsverhiltnis Ca: K = 10:1 sind beide Kurven 
fast identisch. 

Wird das Mischungsverhaltnis zugunsten des Kaliums erweitert, so 
beobachtet man gleichfalls einen Viskosititsanstieg gegeniiber den Werten 
der Kurve Ca: K=1:1. Setzt man Ca:K im Verhialtnis 1:2 zu, so liegt 
die Viskositatskurve in allen Punkten iiber der Kurve, die nach Zusatz von 
Ca:K—1:1 erhalten wurde und lauft im wesentlichen mit dieser par- 
allel. Auch hier erfolgt ein Schneiden der CaCl,-Kurve, jedoch erst in 
héheren Konzentrationen (10,4 Millival bzw. 1,98 neg. Log.). In Konzen- 
trationen, die dariiber hinausgehen, erreicht die Kurve Viskositatswerte, 


4* 
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die gleichfalls unter denen der reinen CaCl,-Kurve liegen. Es tritt also auch 
hier zuniachst eine Additivitat und danach eine Sensibilisation ein, welche 
jedoch nicht so ausgepragt ist und erst in héherer Konzentration erscheint. 
la: 
eee a /'] 
KXK= 752 
464 7/7 
Co0= 7/4 
noo = 7:5 
+442 7/6 
4aa-= 7/77 
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Abb. 2. Wirkung verschiedener Mischungsverhiltnisse von CaCle:KCl auf die 
Viskositét von Agarsol. 


Bei Zusatz von Ca: K = 1:3 nimmt die Viskositat wiederum Werte an, 
die samtlich iiber denen des Verhaltnisses 1:2 liegen und sich bis zu einer 
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Konzentration von 9,4 Millival bzw. 2,03 neg. Log. bereits mit denen der 
KCl-Kurve decken. In Konzentrationen, die dariiber hinausgehen, erfolgt 
im Gegensatz zur KCl-Kurve, welche hier in den Abschnitt des konstant 
bleibenden Wertes iibergeht, eine weitere Viskositatserniedrigung. Diese 
fiihrt dazu, da die CaCl,-Kurve geschnitten wird, und zwar bei einer 
Konzentration von 18 Millival bzw. 1,74 neg. Log. In héheren Konzen- 
trationen liegen die Viskositatswerte wiederum unter denen der reinen 
CaCl,-Linie. 

Bei einem Mischungsverhaltnis Ca:K—=1:4 tritt erstmalig ein Ant- 
agonismus auf, d. h. es ergeben sich Viskositatswerte, die iiber denen 
liegen, welche nach Zusatz von KCl erhalten werden. Bereits bei Zusatz 
der Elektrolyte im Mischungsverhaltnis Ca : K = 1 :5 liegen die Viskositats- 
werte um ein betriachtliches iiber den Werten der KCl-Kurve. Diese wer- 
den erst in einer Konzentration erreicht, die bei 22 Millival bzw. 1,66 neg. 
Log. liegt. Die CaCl,-Kurve wird erst in hohen Konzentrationen (45 Milli- 
val bzw. 1,34 neg. Log.) unterboten. Es tritt hier also mit steigender Kon- 
zentration der Zusatze nacheinander Antagonismus, Additivitaét und Sensi- 
bilisierung auf. 

Die antagonistische Wirkung von Ca und K verstarkt sich noch bis zu 
einem Mischungsverhiltnis von Ca: K = 1:10. Diese Kurve liegt in allen 
Werten noch iiber denen der Kurve des Mischungsverhialtnisses Ca : K = 1 : 6. 
Die Kaliumlinie wird erst bei 31,4 Millival und die Calciumlinie erst bei 
60 Millival erreicht. Eine weitere Verstirkung der antagonistischen Wirkung 
der beiden Kationen tritt dann nur noch in niederen Konzentrationen der 
Zusiatze in Erscheinung, wahrend die Viskositatswerte in héheren Konzen- 
trationsbereichen einen steileren Kurvenabfall ergeben. Die Viskositiits- 
kurve nach Zusatz von Ca:K im Mischungsverhiltnis 1:15 verlaiuft also 
bereits bei einer Konzentration von 5,0 Millival bzw. 2,3 neg. Log. unter der 
Kurve des Mischungsverhaltnisses Ca : K = 1 : 10. 

Eine weitere Verschiebung des Calcium-Kalium-Verhialtnisses zugunsten 
des Kaliums bewirkt eine allmahliche Annaherung des Kurvenverlaufes an 
die KCl-Kurve. Wird Ca und K im Verhiltnis 1:80 zugesetzt, so ist der 
Verlauf dieser Kurve mit dem der KCl-Kurve nahezu identisch. 

Aus diesen dargelegten Befunden ist klar zu ersehen, daft die Bedeu- 
tung eines Ions fiir den Kolloidzustand nicht fiir sich allein prazisiert wer- 
den kann. Es kann also auch die stoffwechselphysiolo- 
gische Wirkung eines lons nur im Zusammenwirken 
mit den anderen Nahrelementen verstanden werden. 
Nur wenn man die kolloidchemische Vorgeschichte des Plasmas in die Beur- 
teilung einbezieht, d. h. die Einwirkungen wertet, welche bereits vorhan- 
dene Elektrolyte verursachen, kann man die Bedeutung der Zufuhr wei- 
terer Elektrolyte erfassen. Je nach dem bereits vorliegenden Hydratations- 
und Dispersitatsgrad wird die Reaktion auf eine Verschiebung der lonen- 
verhaltnisse eine andere sein. 

Ferner konnte mit den Untersuchungsbefunden gezeigt werden, daf 
durch eine geeignete Kombination verschiedener Elektrolytkonzentrationen 
von KCl und CaCl, eine Viskositatssteigerung gegeniiber 
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den Zusatzen reiner Salze gleicher Konzentration er- 
reicht werden kann. 

Diese Abhiingigkeit der Viskositatswerte vom jeweiligen Mischungs- 
verhaltnis der Cat+- und K+-Ionen wird besonders deutlich, wenn man sich 
durch Abb. 2 senkrechte Schnitte gelegt denkt und die Viskositatswerte ver- 
gleicht, die sich bei verschiedenen Mischungsverhiltnissen, jedoch bei glei- 
cher Elekirolyitkonzentration ergeben. Die Resultate einer solchen Betrach- 
tungsweise sind in Abb. 3 graphisch dargestellt. Die Ordinate gibt die 
relative Viskositat 7;., wieder, wahrend auf der Abszisse die Mischungs- 
verhiltnisse von Ca:K, in prozentuale Werte umgerechnet, aufgetragen 
sind. Die Parameter geben den neg. Log. der Elektrolyt-Aquivalent- 
konzentrationen an. Die Kurven verbinden also die Viskositatswerte der 
gleichen Elektrolytkonzentrationen in verschiedenen Mischungsverhiltnis- 
sen. Der Calciumgehalt steigt von links nach rechts von 0—100%, umge- 
kehrt der Kaliumgehalt von rechts nach links von 0—100%. 

Wie aus dieser Figur ersichtlich ist, durchlaufen die Viskositatskurven 
je nach dem Mischungsverhialinis und der Konzentration der zugesetzten 
Elektrolyte Minimal- und Maximalwerte. Die Maximalwerte ent- 
sprechen der antagonistischen, die Minimalwerte der 
sensibilisierenden Wirkung. 


Welches Mischungsverhiltnis sich nun am giinstigsten zur Erreichung 
hoher Viskositétswerte auswirkt, ist nicht ohne gleichzeitige Angabe der 
Konzentration der Zusatze zu sagen. Wie sich in Abb. 3 zeigt, aufert 
sich der Kationenantagonismus nicht unabhangig von der Elektrolyt- 
konzentration, d. h. das Mischungsverhdaltnis entscheidet 
nicht allein tiber das Auftreten von Maximalweriten. 
Es zeigt sich vielmehr, da der Maximalwert bei jeder 
Elektrolytkonzentration bei einem etwas anderen 
Mischungsverhidltnis liegt. 

So ist in niederen Konzentrationen dieses Maximum des ausgepragtesten 
Ionenantagonismus mehr nach der Seite des Kaliums verschoben (Ca : K = 
=1:30) als in héheren Elektrolytkonzentrationen (Maxima bei Ca :K = 
= 1:6). Dazwischen liegen in mittleren Konzentrationsbereichen alle 
Uberginge. 

Im einzelnen liegen die Viskositatsmaxima der verschiedenen Konzen- 
trationen in folgenden Mischungsverhiltnissen: 


Elektrolytkonzentration Maximalwert 
(neg. Log.) beim Mischungsverhaltnis Ca : K 

3,2 : he 

3.0 

2,8 

2,6 

2,4 

22 

2,0 : 

1,8 zwischen 1:10 und 1:6 
1.6 zwischen 1:10 und 1:6 
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Diese Ergebnisse sind zweifellos fiir die Ausarbeitung von Richtlinien 
fiir eine geeignete Diingung mit Kalium und Calcium von praktischer 
Bedeutung. 

Es ist anzunehmen, dafi auch der Maximalwert der Plasmaviskosi- 
tat in Abhangigkeit von der Diingung bei jeder Héhe der Mineraldiinger- 
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Abb. 3: Wirkung verschiedener Mischungsverhialtnisse von CaCle: KCl auf die 
Viskositét von Agarsol. 


gaben in einem etwas anderen Mischungsverhaltnis von Ca: K liegt. Bei 
geringen Mengen von Kalium-Calcium-Zusatzen (niederer Salzgehalt des 
Bodens vorausgesetzt) muf zur Erreichung des Viskositétsmaximums ein 
relativ héherer Kaliumanteil in der Gesamtdiingermenge vorhanden sein 


als bei hohen Gaben. 
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Die in den meisten Monographien iiber Pflanzenphysiologie und vielen 
Originalarbeiten iiber mineralische Pflanzenernahrung angegebene giinstige 
Wirkung, welche das Kalium unter gewissen Bedingungen auf die Hydrata- 
tion und das Wasserhaltevermégen des Pflanzenplasmas ausiibt, und die 
antagonistische Wechselbeziehung, in der das Kalium zum Calcium steht, 
finden in den dargelegten Untersuchungsergebnissen ihr kolloidchemisches 
Gegenstiick. 


Unter der Voraussetzung, da ein viskoses Plasma typisch fiir Zellen 
diirreresistenter Pflanzen ist, entsprechen die Maximalwerte 
der Viskosititskurven dem giinstigsten, die Minimal- 
werte dem ungiinstigsten Plasmazustand in bezug auf 
die Resistenz gegen wasserentziehende Einfliisse. 

In diesem Zusammenhang kénnten mdglicherweise noch folgende Be- 
funde von Belang sein: 

Eine Verschiebung des Calcium-Kalium-Verhiltnisses zugunsten des 
Kaliums (bis zum Verhaltnis Ca:K—=1:10) wirkt stets viskositats- 
erhéhend, und zwar am starksten in den niederen bis mittleren Konzen- 
trationsbereichen von 3,2 bis 2,6 neg. Log. der Aquivalentkonzentration 
(siehe Abb. 3). 

In hohen Elektrolytkonzentrationen (entsprechend den unteren Kurven, 
1,6, 1.4 und 1,2 neg. Log.) wirkt eine Erweiterung des Calcium-Kalium- 
Mischungsverhilinisses zugunsten des Kaliums kaum noch viskositits- 
erhdhend. 

Wird das Mischungsverhaltnis Ca: K sehr stark zugunsten des Kaliums 
erweitert, so ist auf der Kaliumseite der Kurven nach Uberschreitung des 
Maximums ein steiler Viskosititsabfall zu verzeichnen, der um so eher be- 
ginnt, je héher die Elektrolytkonzentrationen (Nahrstoffgehalt des Bodens) 
sind. Dieser Viskositatsabfall, hervorgerufen durch Kaliiiberdiingung oder 
extremen Ca-Ionen-Mangel, bedeutet eine Verminderung der wasserhal- 
tenden Kraft des Plasmas. 


Vergleicht man die dargelegten Befunde der Viskositatsuntersuchungen 
mit denen, die Arland [1, 2] an Hand der Messungen der relativen 
Transpirationsintensitat erhielt, so decken sich die Ergebnisse weitgehend. 
Wie Feldversuche von Arland ergaben, zeigt die Pflanze ein Transpira- 
tionsminimum stets dann, wenn zweckmafig gediingt wurde, d. h. bei einem 
richtigen Verhaltnis der Nahrstoffe zueinander. Es ist wahrscheinlich, daf 
die Ergebnisse der Viskositatsmessungen an die physikalisch-chemischen 
Ursachen dieses Transpirationsverhaliens heranfiihren. 

Im Verlauf der Antagonismusstudien war noch eine andere Erscheinung 
zu beobachten, die méglicherweise ebenfalls mit den physiko-chemischen 
Grundlagen des Wasserhaushaltes der Pflanzen im Zusammenhang steht. 
Es handelt sich um die Feststellung, daB auch Siuren und Salze bzw. 
Basen und Salze einander antagonisch beeinflussen kénnen. Zur syste- 
matischen Untersuchung dieser Erscheinung kam eine Versuchsreihe zur 
Durchfiihrung, die zum Ziele hatte, die unterschiedliche Kaliwirkung bei 
verschiedenen pH-Werten festzustellen. 
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Es wurde jeweils eine Serie mit den folgenden pH-Werten untersucht: 


pH-Wert = 5,1 
ow! ee 
= 5,8 
se =e 
aa 6,9 
Zu jeder Serie gehéren ca. 20 verschiedene KCl-Konzentrationen. 


Die unterschiedliche Kaliwirkung bei verschiedenen pH-Werten auf die 
Agarviskositat la4&t der Kurvenverlauf der Abb. 4 deutlich erkennen. Auf 
der Ordinate ist 7,.), auf der Abszisse die KCl-Konzentration in Millival 
pro Liter im neg. log. Maftstab aufgetragen. Die Parameter geben den je- 
weiligen pH-Wert der Kurve an. 
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Abb. 4. Wirkung steigenden KCl-Zusatzes bei verschiedenen pH-Werten. 


Wie aus Abb. 4 ersichtlich, ist das Agarsol in niederen Konzen- 
trationsbereichen der KCl-Zusatze um so empfindlicher gegen K*+-Ionen, je 
héher der pH-Wert ist. So liegen die Viskositatswerte der Kurve mit dem 
pH 6,1 unter denen der Kurve mit dem pH 5,1, d. h. das Agarsol antwortet 
auf KCl-Zusatz (niederer Konzentration) bei einem hohen pH-Wert mit 
einem steileren Viskositatsabfall als bei niederen pH-Werten. Das bedeutet, 
daf in niederen Konzentrationsbereichen des KCl-Zusatzes die OH—- und 
K+-Jonen einander nicht hemmen, wie eigentlich zu erwarten ware, sondern 
verstarken. Die Wirkung von Ht- und K+-Ionen ist eine gegenteilige, d. h. 
sie wirken hemmend aufeinander. Dies zeigt sich in dem zunachst aus- 
gesprochen flachen Viskositiatsabfall bei der Kurve des pH-Wertes 5,1. 
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Auffallig ist, daR sich diese Verhaltnisse in h6heren KCl-Konzen- 
trationsbereichen geradezu umkehren. Die Viskositaétswerte der Kurve mit 
dem pH-Wert 6,9, welche zunachst, wie eben dargelegt, den steilen Abfall 
aufweist, zeigen mit steigenden KCl-Konzentrationen keine wesentliche 
Erniedrigung mehr und bleiben auf einem verhaltnismaRig hohen Wert 
stehen. Mit sinkendem pH-Wert wird die Viskositatsdepression durch KCl- 
Zusitze immer ausgiebiger, so da die Kurve des pH-Wertes 5,1 die tiefsten 
Viskositiaten erreicht. Daraus kann entnommen werden, daft das Agarsol 
bei niederem pH-Wert gegen hohe KCl-Gaben am empfindlichsten ist, 
d. h. KCl bewirkt hier eine starkere Viskositatserniedrigung als bei An- 
niherung an den Neutralpunkt. Das bedeutet, daf in héheren Konzen- 
trationsbereichen sich OH~ und K* in ihrem Einflu@? hemmen, dagegen 
K+ und H+ einander verstarken. Der sensibilisierende und antagoni- 
stisch wirkende Einflu& dieser Komponenten ist ein entgegengesetzter als 
der in niederen Konzentrationsbereichen. 

Das wesentlichste Ergebnis dieser Untersuchungsreihe ist noch eine an- 
dere Beobachtung. Alle Kurven der verschiedenen pH-Werte gehen durch 
einen gemeinsamen Schnittpunkt, welcher bei einer KCl-Konzentration 
von 2,4 Millival und einem Viskositiitswert von 7 ;; = 26,5 liegt. Die dar- 
aus zu ziehende Folgerung besagt, daft die Kaliumionenwirkung auf die 
Viskositait des Agarsols bei dieser KCl-Konzentration unabhangig 
vom pH-Wert ist. 

Verbindet man in der Kurvenschar der Abb. 4 die Viskositatswerte, 
welche sich bei gleicher KCl-Konzentration, aber verschiedenen pH-Werten 
ergeben, durch senkrechte Schnitte, so erhalt man Viskositatswerte, die auf 
Abb. 5 graphisch dargestellt sind. Die Parameter der Kurven zeigen die 
jeweilige KCl-Konzentration an (neg. Log.), die Abszisse gibt die pH- 
Werte, die Ordinate 7,.,; wieder. Bei dieser Darstellungsweise wird die 
Abhangigkeit der Kaliumionenwirkung vom pH-Wert besonders deutlich. 
Wie ersichtlich, erfolgt die in diesem Zusammenhang besonders interes- 
sierende Viskositatssteigerung mit abnehmenden pH-Werien bei 
niederen KCl-Konzentrationen und mit steigenden pH-Werten bei hohen 
KCl-Konzentrationen. Die annaihernd waagrechte Linie der Abb. 5 bei der 
Kaliumkonzentration von 2,5 bis 2,6 neg. Log. entspricht dem Schnittpunkt 
der Kurven in Abb. 4 und zeigt, da die Viskositat in allen pH-Werten 
von 5,1 bis 6,9 praktisch konstant bleibt. 

Zusammenfassend genannt, konnten folgende Wechselbeziehungen der 
Kaliumkonzentration und des pH-Wertes in der Einwirkung auf die 
Agarviskositit beobachtet werden: 

Bei hohem pH-Wert ist die Viskositat wenig beeinfluRbar durch hohe 
KCl-Zusitze (ab 3,0 neg. Log. der KCl-Aquivalentkonzentration). 

Bei einem pK-Wert von 2,5 ist die Viskositat wenig beeinfluRbar von 
Verinderungen des pH-Wertes. 

Umgekehrt ist die Viskositat bei ausgesprochen niederem pH stark be- 
einfluRbar durch Veranderungen der Kaliumionenkonzentration. 

Bei hohen Konzentrationen der KCl-Zusatze ist die Viskositét stark 
beeinflu&bar durch pH-Anderungen. 
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Physiologisch gesehen. wiirde diese wechselseitige Abhangigkeit bedeu- 
ten, daf stets eine Komponente der beiden Faktoren pH und pK eine um 
so gréRere Veranderlichkeit bzw. Beeinflu@barkeit der Plasmakolloide in 
bezug auf Viskositét und Wasserhaltevermégen bedingt, je mehr das 
Plasma unabhingig ist von Veranderungen des anderen Faktors. Diese an 
der Modellsubstanz gefundene Wechselbeziehung zwischen der Konzentra- 
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Abb. 5. Wirkung steigender pH-Werte bei verschiedenen (jeweils konstanten) 
KCl-Konzentrationen auf die Viskositaét von Agarsol. 


tion des KCl-Zusatzes und dem pH-Wert kann als Kolloidanaloga fiir bis- 
her wenig erforschte Stabilisierungsmechanismen von Bedeutung sein. 

Es ist naheliegend, auch fiir das Pflanzenplasma eine ahnliche Abhangig- 
keit der Kaliumionenwirkung vom pH-Wert anzunehmen wie fiir die Vis- 
kositaét der Modellsubstanz. Daher erhalt die festgestellte Beobachtung, 
da bei einer bestimmten mittleren KCl-Konzentration sich die Viskositat 
als weitgehend unabhangig vom pH-Wert erweist, ohne Zweifel eine 
physiologische Bedeutung. 
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Die hohe Stabilitat der Plasmakolloide gegen pH-Anderungen in einer 
ganz bestimmten Belegung der Kolloidmizelle mit K+-Ionen sowie die ge- 
ringe BeeinfluRbarkeit der Plasmaviskositat durch Anderung der Kalium- 
ionenkonzentration bei hohen pH-Werten kann insofern fiir die Pflanze 
lebenswichtig sein, als es dadurch bis zu einem gewissen Grade méglich ist, 
unabhingig von den zufailigen Schwankungen der Aufenweltbedingungen 
einen gleichmafigen Quellungszustand der Plasmakolloide aufrecht- 
zuerhalten. Dies ist deshalb wesentlich, weil jede Veranderung im Quel- 
lungsgrad des Plasmas gemaéf& den Darlegungen in der Einleitung von 
Einflu8 sowohl auf die Stoffaufnahme als auch auf den Ablauf und die 
Geschwindigkeit der im Plasma stattfindenden chemischen Reaktionen ist. 

Die OH—- und H+-Ionen iiben unter simtlichen Ionen die stirkste Wir- 
kung auf die Viskositat aus, wie aus Abb. 1 ersichtlich ist. Diesen Ionen 
kommt auch mit Wahrscheinlichkeit die starkste Wirksamkeit auf das 
Gefiige des Plasmas zu. Nun ist der pH-Wert im Plasma auferordentlichen 
Schwankungen unterworfen, da er von Verainderungen der Atmungsinten- 
sitét abhangig ist. Ihr sprunghaftes Ansteigen wird hervorgerufen durch 
beginnende Keimung, Wachstum, Verwundung, Reizung usw. Ebenso be- 
einflu&t die Temperatur die Intensitét der Atmung. Alle diese Faktoren 
wiirden somit befahigt sein, gleichzeitig mit der Reaktionsverschiebung 
des Protoplasmas eine Veranderung des Quellungszustandes und damit 
der Wasserfiihrung der Gewebe herbeizufiihren, wenn nicht bei einer ganz 
bestimmten Belegung der Plasmakolloide mit K-lonen in einer eng be- 
grenzten Konzentration sich das Plasma in einem Zustand befinden kénnte, 
in dem es unabhingig von diesen Schwankungen des pH-Wertes ist. 

Ebenso wie die angefiihrien Stabilisierungsméglichkeiten kann umge- 
kehrt auch eine starke BeeinfluRbarkeit der Plasmakolloide durch pH- 
Verschiebungen von Bedeutung sein. In der Modellsubstanz tritt ein der- 
artiger starker Viskosititsanstieg bei hoher K+-Konzenitration (pK 2,4 bis 
1,6, Abb. 5) mit steigendem pH auf. Diese Beobachtung steht wahrschein- 
lih im Zusammenhang mit dem Bewegungsmechanismus der Sc hlie R- 
zellen. Im Plasma dieser Zellen tritt bereits bei schwacher Belichtung 
ein pH-Anstieg ein, der durch die CO,-Assimilation der Chloroplasten und 
den damit verbundenen Entzug des CO, aus der Zelle bewirkt wird. Die 
kolloidchemischen Folgen dieses pH-Anstieges aufern sich besonders in 
einer Erhéhung der Permeabilitaét des Plasmas fiir H,O. Die Permeabili- 
tatserhéhung geht nach Hoeber [6] symbat mit dem Quellungszu- 
stand und wird gleich dem Viskosititsverhalten durch eine Erhéhung 
des Hydratationsmaximums auf dem Wege iiber die Ladungshohe erklart. 
Durch die Erhéhung der Permeabilitat strémt mehr Wasser in die Schlief- 
zellen, der Turgor in ihnen steigt und fiihrt zur Offnung der Spalte (etwa 
innerhalb 30 Min.). Diese Reaktion wird noch dadurch verstiarkt, daB der 
pH-Anstieg eine Aktivierung der Amylase bewirkt, welche einen Teil der 
Assimilationsstarke in Zucker verwandelt, wodurch eine Erhéhung der Kon- 
zentration des Zellsaftes eintritt. Die Folge davon ist ein weiterer Wasser- 
einstrom von den Nebenzellen in die Schliefzellen und mag gleichfalls 
eine Offnung der Spalten mit verursachen. Bei Verdunklung des Blattes 
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tritt eine gegensinnig verlaufende Reaktion ein. Durch die Stillegung der 
Assimilation bei Dunkelheit wird ein CO,-Anstieg bewirkt, gleichzeitig 
erniedrigt sich der pH-Wert des Plasmas der Schliefizellen. Es sinkt die 
Permeabilitat, auch die Amylase wird wieder inaktiviert, so da es zu 
einer Starkekondensation in den Chloroplasten und Abnahme der Zucker- 
konzentration des Zellsaftes der Schliefzellen kommt. Dieses zieht eine 
Senkung des Turgors und SchlieRung des Spaltes nach sich. 


Zusammenfassung 


Es wurde versucht, zu Untersuchungsergebnissen von Viskositatsmessun- 
gen an Agarsolen Parallelen aus dem physiologischen Bereich zu ziehen. 
Dadurch sollte deutlich gemacht werden, daf Wechselbeziehungen zwischen 
dem kolloidchemischen Zustand des Plasmas und der Kationenbelegung 
dieser Plasmakolloide einerseits und der physiologischen Aktivitat und dem 
Erwerb oder Vorhandensein einer Resistenz gegen Austrocknung und Kilte 
andererseits bestehen. 

Die dargelegten Untersuchungsbefunde dienen zwar zunachst nur der 
Erweiterung von Erkenntnissen iiber die physikalisch-chemischen Grund- 
lagen der Pflanzenphysiologie. Fortschritte auf diesem Gebiet waren jedoch 
schon oft die Ursache zu neuen Erfolgen auf dem Gebiet des Pflanzenbaues. 
Die ermittelten Zusammenhange zwischen der Ionenwirkung und der Vis- 
kositat kénnen, auf den Kolloidzustand des Plasmas iibertragen, die kau- 
salen Beziehungen zwischen Diirreresistenz und Diingung aufklaren helfen. 
Wenn auch die tatsachlichen Vorgange im Pflanzenplasma komplizierter 
und komplexer als die hier dargelegten Befunde sein werden, so bieten 
diese vielleicht doch Anhalispunkte zur Erforschung der physiko-chemi- 
schen Grundvorgiange an den Zellkolloiden, die sich bei der Einwirkung 
von Elektrolyten (in Form von Mineraldiingemitteln) an den kolloiden 
Plasmastrukturen abspielen. 

Von praktischer Bedeutung kénnten die Untersuchungsergebnisse inso- 
fern sein, als es gelang, Wege aufzuweisen, wie durch eine geeignete Kom- 
bination der antagonistisch sich beeinflussenden Ionen K+ und Ca++ sowie 
K+ und H+ bzw. OH— eine Erhéhung der Viskositat gegeniiber den Vis- 
kositatswerten nach Zusatz einzelner Salze gleicher Konzentration erreich- 
bar ist. Im Sinne der Pflanzenphysiologie gilt eine Erhéhung der Plasma- 
viskositat als kolloidchemische Ursache fiir die Erscheinung der 
Diirreresistenz, und es diirften aus diesem Grunde die Ergebnisse der vor- 
liegenden Untersuchungen als richtungsweisender Beitrag fiir Diingemal- 
nahmen mit Kalium und Calcium zu werten sein. 


Die wichtigsten MeRergebnisse der Viskositatisunter- 
suchungen 


1. Der Zusatz einzelner Elektrolyte zu Agarsolen ergab in allen unter- 
suchten Fallen eine mehr oder weniger starke Viskositatserniedrigung, die 
von der Valenz des zugesetzten Kations abhiangig ist und im wesentlichen 
auf Unterschiede in der ionischen Hydratation zuriickgefiihrt werden kann. 
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2. Durch geeignete Kombination der Elektrolytkonzentrationen von 
KCl und CaCl, ist eine Viskosititssteigerung gegeniiber den Zusatzen 
reiner Salze erreichbar. Es wurden Kolloidanaloga fiir die in der Physio- 
logie makgeblichen antagonistischen Wirkungen der K+- und Ca*+-Ionen 
aufgezeigt. 


3. Die Viskositaitswerte in ihrer Beeinflu&barkeit von Elektrolytkom- 
binationen durchlaufen, je nach dem Mischungsverhiltnis und der Konzen- 
tration der zugesetzten Elektrolyte, Minimal- und Maximalwerie. Der 
Maximalwert entspricht dem giinstigsten, der Minimalwert dem ungiinstig- 
sten Quellungszustand des Pflanzenplasmas, von dem wiederum die Diirre- 
resistenz und der Ertrag der Pflanzen abhangig ist. 


4. Die Wirkung des KCl-Zusatzes ist abhingig vom pH-Wert. Dadurch 
ergibt sich ein Zusammenhang mit der Physiologie des Atmungsstoff- 
wechsels und dem Bewegungsmechanismus der Schliefzellen. 


Literatur 


ji] Arland, A., 1947: Die Deutsche Landwirtschaft 1, 145. 

[2] — 1933: Zeitschrift fiir Pflanzenernéhrung, Diingung und Bodenkunde 28, 172. 

j3] Einstein, A., 1906: Ann. Physique 19, 289. 

[4] Fuchs, H. W., 1955: Ernihrung der Pflanze 31, 233. 

[5] Henkel, P. A., 1946: Die Diirreresistenz der Pflanzen und die Wege zu ihrer 
Steigerung. Band I und II. Verlag der Akademie der Wissenschaften der 
UdSSR, Moskau u. Leningrad. 

[6] Hoéber, R., 1926: Physikal. Chemie der Zellen und Gewebe, 6. Aufl. Leipzig, 
S. 238, 337, 665. 

[7] Markert, S., 1953: Untersuchungen iiber den Einflu& von Elektrolyten auf 
die Viskositaét von pflanzlichen Solen. Diss. Leipzig. 

{8] Newton, R., und W. M. Martin, 1931: Biedermanns Zentralblatt fiir Agri- 
kulturchemie A I, 374. 

Pisek, A., 1952: Die Naturwissenschaften 39, 4. 

Ruhland, W., und W. Kessler, 1938: Planta 28, 159. 

Schmidt, H., 1939: Proteplasma 33, 25. 

Schmidt, H., K. Diewald und O. Stocker, 1940: Planta 31, 559. 

Seible, D., 1939: Beitrage zur Biologie der Pflanzen 26, 289. 

Smoluchowski, v., 1916: Kolloid-Zeitschrift 18, 190. 

Stocker, O., 1947: Die Naturwissenschaften 34, 362. 

Strugger, S., 1939—1946: Naturforschung und Medizin 52, I, 36. 

Tsuda, S., 1928: Kolloid-Zeitschrift 45, 325. 

Weigert, J.. und H. Weizel, 1936: Prakt. Blatter der bayr. Landesanstalt 
f. Pflanzenbau und Pflanzenschutz XIV, 91. 





Vitaluntersuchungen iiber die Kontinuitat der Granastruktur 
in den Chloroplasten von Helodea densa 


Von 


Josef Béing 
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Mit 10 Textabbildungen 


(Eingelangt am 8. Januar 1955) 


I. Einleitung 


Genetische Untersuchungen — besonders von Baur (1930) und Ren- 
ner (1934) — haben gezeigt, da ein kernunabhangiger Plastidenerbgang 
besteht und daf den Plastiden somit Individualitatscharakter im Sinne 
Schimpers (1883) zuerkannt werden muf. Aus dieser Erkenntnis her- 
aus stellen die Plastiden ein kontinuierliches System dar. Sie miissen in, 
meristematischen Geweben sich durch Wachstum und Teilung vermehren 
und bei der Zellteilung auf die Tochterzellen verteilt werden. Durch Unter- 
suchungen an den Proplastiden in Meristemen mono- und dikotyler Land- 
pflanzen konnte Strugger (1950, 1953, 1954) feststellen, da dem 
Plastidenstroma stets ein primares Granum eingelagert ist. An entspre- 
chend fixierten und gefarbten Mikrotompraparaten konnte er fernerhin den 
Teilungsvorgang an den Proplastiden beschreiben. Auch die Verteilung der 
Proplastiden bei der Zellteilung konnte von Strugger (1954a u. b) 
beobachtet werden. Die Teilung der Proplastiden geht so vor sich, da das 
scheibchenférmige primare Granum sich der Flache nach identisch repro- 
duziert und die Tochtergrana auf zwei ‘Stromahalften verteilt werden, 
welche sich durch Einschniirung trennen, Da Strugger in jedem Pro- 
plastid ein primares Granum feststellen konnte und sein Verhalten bei der 
Teilung an Mikrotomschnitten ‘festlegte, stellte er die Theorie von der Kon- 
tinuitat der Granastrukturen fiir die héheren Landpflanzen auf. Bei der 
Differenzierung des embryonalen Proplastids zum fertigen somatischen 
Chloroplasten gibt Strugger an, da die sekundiren Grana aus dem 
primaren Granum gebildet werden. 

Im Widerspruch zu den Befunden Struggers bestreiten Heitz und 
Maly (1953) das kontinuierliche Vorkommen des primaren Granums in 
den Proplastiden und seine Fahigkeit zur identischen Reproduktion. Sie 
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treten vielmehr fiir eine Neubildung der Grana aus dem Plastiden- 
stroma ein. 

Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist es, die Beobachtungen, die Strug- 
ger iiber die Teilung des primaéren Granums und des Stromas an fixiertem 
Material gemacht hat, durch Vitaluntersuchungen zu priifen und die Frage 
nach der Entstehung der sekundéren Grana aus dem priméren Granum 
besonders eingehend zu untersuchen. 

Als Untersuchungsobjekt dienten die etiolierten Blatter von Helodea 
densa, deren Plastiden in wesentlichen Eigenschaften eine Ubereinstim- 
mung mit den Proplastiden zeigen (vgl. Strugger 1937 b). Da die etiolier- 
ten Plastiden in allen Teilen gréRer sind als die Proplastiden, war zu 
hoffen, daf sich die Vorginge, die sich am primaren Granum abspielen, 
hier leichter beobachten lieRen. Zum Vergleich wurden auch sehr junge 
Knospenblatter von nicht etiolierten Pflanzen untersucht. 

Die Vitaluntersuchungen an den etiolierten und ergriinenden Blattern 
wurden in der Regel in einem Tropfen Leitungswasser vorgenommen. Nur 
bei langerer Beobachtungsdauer (bis zu 12 Stunden) wurde 0,15 mol. sterile 
Glukoselésung verwendet und das Deckglas mit Paraffinél umrandet. Auch 
eine Vitalfarbung mit Rhodamin B in Leitungswasser 1 : 1000 (vgl. Str ug- 
ger 1937) wurde fiir die Darstellung der Grana verwendet. Es muff jedoch 
ausdriicklich bemerkt werden, daf eine Rhodamin-B-Farbung nur an heran- 
gewachsenen Blattgeweben wegen der Speicherungs- und Permabilitats- 
verhialinisse méglich ist. Die Farbedauer betrug 1—4 Stunden; an die Far- 
bung schlof sich eine Wasserung von 15—20 Minuten an. Zur Steigerung 
der Kontrastwirkung wurde nach Rhodamin-B-Farbung ein Griinfilter be- 
nutzt. Zu Vergleichszwecken wurde mit 2%iger Osmiumsiure fixiertes und 
mit Saurefuchsin gefarbtes Material herangezogen. 

Fiir die Untersuchungen stand ein Leitzsches Forschungsmikroskop, 
Stativ BST, mit *'/,, homogener Glimmersion numer. Apertur 1,30 und 
1/,¢ Fluorit numer. Apertur 1,32, zur Verfiigung. Als Beleuchtungsquelle 
diente die Niedervolt-Mikroskopierlampe von Zeift-Winkel; fiir fluoreszenz- 
optische Untersuchungen wurde die Fluoreszenzmikroskopierleuchte von 
ZeiB-Winkel mit der Quecksilberhéchstdrucklampe S81 der Quarzlampen 
G. m. b. H., Hanau a. M., verwendet. 


II. Mikroskopischer Nachweis des priméren Granums 
in etiolierten Blattern 


Zur Anzucht des etiolierten Materials hat sich das von Strugger 
(1937) angegebene Verfahren bestens bewahrt: 15—20 cm lange Sproftstiicke 
von Helodea densa werden in flache Tonschalen gegeben, die, zu mehreren 
iibereinandergestellt, mit einem Dunkelsturz bedeckt werden und einige 
Tage bis Wochen bei Zimmertemperatur (etwa 20°C) stehen bleiben. Bei 
der Préparation der etiolierten Blatter verfahrt man zweckmafig in der 
Weise, daf man zunichst einen Schnitt quer durch die Blattknospe macht. 
Die abgetrennten Blatter werden dann isoliert und die basal abgeschnitte- 
nen auf einen Objekttrager in frisches Leitungswasser gebracht. 
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1. Proplastiden 


Die Untersuchung von Proplastiden in der postmeristematischen Basis- 
zone von 0,5—1mm langen Blattchen, die wahrend einer zweiwéchigen 
Dunkelkultur von Helodea-densa-Sprossen an den zugewachsenen Seiten- 
trieben gebildet wurden, ergibt folgendes: 


Im Hellfeld erscheinen die Proplastiden im ungefiarbten lebenden Pra- 
parat als farblose, mehr oder weniger langliche Kérper. Diese jungen 
Plastiden sind etwa 1—2 lang und 1 uw breit. In GréBe und Form sind sie 
den Chondriosomen oft sehr ahnlich, doch lassen sie sich von diesen auf 
Grund ihrer améboiden Formveranderlichkeit ohne weiteres unterscheiden. 
Infolge ungiinstiger Lichtbrechungsverhiltnisse ist es auRerst schwierig, in 
den ungefiarbten Nativpraparaten das primare Granum im pigmentfreien 
Zustand vom Stroma zu unterscheiden. Man erkennt es im giinstigen Falle 
als kleines, je nach Lage mehr oder weniger rundes Scheibchen von 0,3 bis 
0,6 « Durchmesser. Pripariert man eine Blattknospe in der Weise, da man 
die alteren Blatter entfernt und setzt die Knospe dann dem Tageslicht aus, 
so bilden sich im Verlaufe einiger Stunden griine Blattpigmente. Diese 
werden in das primare Granum eingelagert und erleichtern dadurch dessen 
Auffindung wesentlich. In vielen Fallen allerdings zeigt das ganze Pro- 
plastid einen schwachen Griinschimmer. Es ist dann nicht méglich, an 
Nativpriparaten das primaire Granum distinkt zu erkennen. Dagegen 
lat sich nach Fixation durch sorgfaltige Anfarbung 
das primare Granum in allen Fallen nachweisen. 


Versuche, durch Vitalfarbung der Meristeme mit Rhodamin B eine Kon- 
trastierung des primaren Granums intakter Zellen zu erreichen, blieben 
ohne Erfolg. Diese Tatsache ist aber keineswegs — wie Heitz und Maly 
es angeben — als ein Beweis fiir das Fehlen des primaren Granums zu 
werten. Sie findet eine einfache Erklirung in der von Strugger (1937 a) 
beschriebenen Abhangigkeit der Rhodamin-B-Speicherung vom Alter der 
Zellen. Danach ist eine Speicherung nur in Adlteren Zellen méglich, nicht 
aber in ungeschadigten Zellen der postmeristematischen Blattzone. Ledig- 
lich in Zellen, die bei der Praparation des Blattchens geschadigt wurden, 
ist — besonders im Bereich der Mittelrippe — nach Rhodamin-B-Farbung 
eine schwache Differenzierung in Stroma und Grana zu beobachten. 


Im Fluoreszenzmikroskop bleibt das Gesichtsfeld wegen des Fehlens von 
Chlorophyll vollkommen dunkel. Nach mehrstiindiger Belichtung (2700 Lux) 
zeigen aber die Proplastiden der Blattbasis infolge der inzwischen ein- 
getretenen Pigmentbildung eine ziegel- bis blutrote Fluoreszenz. Es lassen 
sich drei verschiedene Arten der Fluoreszenzlokalisierung in den Proplasti- 
den unterscheiden: In vielen Fillen fluoreszieren die Proplastiden véllig 
homogen rot. In anderen Plastiden sieht man auferdem ein Granum ver- 
starkt aufleuchten. Ganz vereinzelt ist die Fluoreszenz auf das primare 
Granum beschrankt. Alle Formen sind durch vermittelnde Ubergiinge mit- 
einander verbunden. Vergleichende Hellfeldbeobachtungen ergeben, daf in 
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vielen Fallen — wenn auch kaum sichtbar — ein primares Granum auch 
dann nachweisbar ist, wenn das Proplastid homogen fluoresziert. Durch 
Fixation und Fiarbung kann man das pri- 

mire Granum einwandfrei mikroskopisch 

darstellen. Aus diesem Grunde entspricht 

die von Heitz und Maly gezogene Fol- 

gerung, da das primare Granum im Zuge 

der Ergriinung aus dem Stroma entsteht, 

nicht den beobachtbaren Tatsachen, Das von 

Heitz und Maly aufgeworfene Problem 

kann sich daher nur auf die Frage beziehen, 

ob in einem ergriinenden Proplastid, in wel- 

chem ein primares Granum priexistiert, das 

Chlorophyll zuerst im Stroma gebildet und 

Abb. 1. Proplastiden aus der dann ins Granum eingelagert wird oder ob 
postmeristematischen Basis- das Chlorophyll im primiaren Granum aus- 
zone eines 0.7mm langen etio- pahmslos zuerst auftaucht. Da _ optische 
lierten Blattchens. Elektive Phinomene die exakte 
Granafirbung mit Saure- 
fuchsin. Im mittleren Propla- 
stid erkennt man die Scheib- a Waa : : : 
chennatur des primiaren Gra- Nach Fixation und Farbung mit Hilfe 
“ane. der von Strugger (1950, 1953) angege- 

benen Verfahren la@t sich in allen Pro- 

plastiden ein primiares Granum nachweisen. Seine Gestalt ist eindeutig 


Entscheidung  er- 
schweren kénnen, muB auch hier noch diese 
Alternative offengelassen werden. 


als scheibchenférmig zu erkennen (Abb. 1). 
Den gleichen Schwierigkeiten 

wie an etiolierten Blattchen be- 

gegnen die Versuche zur mikro- 

skopischen Darstellung des _pri- 

miaren Granums von Proplastiden 

an jungen Blattchen normal er- 

griinender Pflanzen. Die Beob- 

achtungen stimmen mit denjenigen 

am etiolierten Material iiberein. 


2. Etiolierte Plastiden 


In der Spitzenzone’ etwa 
5—7 mm langer Blattchen von 
Knospen, die sich in zweiw6chiger 
Dunkelkultur gebildet haben, 
sind die etiolierten Plastiden als Abb. 2. Etiolierte Plastiden aus der Spitze 
améboid formveranderliche KGr- eines 7mm langen Blattchens. Granafar- 
per von 2—5 X 2—3 u GréRe zu bung mit Neutralrot 1 : 1000. 
erkennen. Sie sind in der Regel 
reichlich mit Starke angefiillt. Gegeniiber dem Proplastidengranum ist das 
Primargranum etiolierter Plastiden im ungefarbten Nativpraparat wesent- 
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lich leichter aufzufinden. Infolge seines Gehaltes an gelben Blattpigmenten 
hebt es sich sehr gut vom farblosen Stroma ab. Die Gestalt des primiren 
Granums ist scheibchenférmig; der Durchmesser des Scheibchens betriigt 
etwa 1,2—1.6 uw. Zur Blattbasis hin ist eine kontinuierliche Abnahme in der 
GréRe der Plastiden und des Granums sowie in der Pigmentierung des 
letzteren zu beobachten. Eine scharfe Grenze zwischen den Proplastiden 
und den etiolierten Plastiden besteht nicht. 

Entsprechend der Fahigkeit alterer Zellen, Rhodamin 6 zu speichern, 
laRt sich in den etiolierten Plastiden der oberen Blatthilfte eine einwand- 
freie Differenzierung in Stroma und Granum durchfiihren. Die Kontrast- 
wirkung wird durch Verwendung eines Griinfilters stark erhéht. Bei sorg- 
faltiger Anfarbung mit Rhodamin B lat sich auch in Plastiden mit reich- 
licher Starkeakkumulation das Granum zur Darstellung bringen. 

Im Fluoreszenzmikroskop leuchten in unbelichteten Blattern nur die 
stark gerbstoffhaltigen Schleimidioblasten, die unregelmafig iiber das Blatt- 
feld verteilt sind, in hellblauer Eigenfluoreszenz auf. Chlorophyllfluoreszenz 
tritt erst nach kurzer Belichtung (mehrere Minuten bis Stunden) der Blat- 
ter auf. Die blutrote Fluoreszenz geht in allen Fallen —- wie Vergleiche mit 
dem Hellfeldbild eindeutig ergeben — nur vom primaren Granum aus; 
das Stroma fluoresziert nicht. 

Vergleiche an fixiertem und gefarbtem Materia! fiihren zu einer Besta- 
tigung der beschriebenen Funde (Abb. 2). 


III. Beobachtungen iiber die Teilung'des primaéren Granums 


und des Stromas 


Fiir die Untersuchungen iiber die Teilungsvorgange an den monogranu- 
liren Plastiden der postmeristematischen Blattzone wurden etwa 5mm 
lange Blattchen aus der unteren Knospenregion etiolierter Seitentriebe ver- 
wendet. Die Blattchen lassen sich ohne starkere Schadigung von der Pflanze 
abtrennen und leicht etwa 8—12 Stunden in gutem Zustand erhalten. Sie 
wurden in 0,15 mol. Glukoselésung (Leitungswasser) gebracht und unter der 
Wasserstrahlpumpe entliiftet. Das Deckglas wurde mit reinem Paraffinél 
umrandet, um eine Verdunstung der Glukoselésung zu verhindern. Schadi- 
gungen durch Sauerstoffmangel innerhalb der Beobachtungszeit wurden 
nicht festgestellt. 

Infolge der Plasmastré6mung war es nicht méglich, den gesamten Tei- 
lungsablauf an einem einzigen Proplastid zu verfolgen. Es gelang aber, 
wesentliche Teilphasen an einem Objekt zu sehen. 

Die Beobachtung der verschiedenen Stadien der Proplastidenteilung 
fiihrte zu einer Bestaitigung der von Strugger (1950, 1953, 1954) an 
fixiertem Material beschriebenen Bilder (Abb. 3). Die Teilung der Pro- 
plastiden wird eingeleitet durch eine flaichenhafte Reduplikation des pri- 
maren Granums. Das in Profilansicht anfanglich strichformige Granum 
wird dicker und erscheint schmal rechteckig bis nahezu quadratisch. Nach 
Vollzug der flachenhaften Reduplikation beginnen die beiden Tochtergrana 
auseinanderzuweichen. Sie sind dann als zwei dicht nebeneinanderliegende 
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parallele Scheibchen zu erkennen. Im weiteren Verlauf der Proplastiden- 
teilung riicken die beiden Tochtergrana starker auseinander. Dabei kippt 
hiaufig eines der beiden Scheibchen um, so daB das eine Granum in Profil-, 
das andere in Fliachenlage zu sehen ist. In diesem Stadium beginnt sich 
dann der Stromaleib einzuschniiren und vollzieht schlieBlich die Teilung in 
zwei Tochterplastiden, von denen jedes wieder ein Granum enthilt. 

In einem Falle gelang es mir, den Verlauf einer Granateilung in vivo 
zu beobachien. Bei der Durchmusterung einer Zelle aus der basalen Blatt- 
zone fiel ein Proplastid auf, dessen primares Granum in Profilstellung als 
dickes Scheibchen sichtbar war. Bei der weiteren Beobachtung zeigte sich 
das Granum einmal in Flachenlage, dann wieder in Profilansicht. Nach 
etwa 20 Minuten waren deutlich zwei dicht nebeneinanderliegende Grana- 
scheibchen zu erkennen. Die von Strugger (1950, 1953, 1954) auf 
indirektem Wege an Mikrotomschnitten erschlossene 
Teilungsfahigkeit des primaren Granums in der 
Flache wird so durch Lebendbeobachtung bestitigt. 

Haufig kénnen die Tei- 
lungsprozesse des Stroma- 
leibes wieder riickgangig ge- 
macht werden, indem sich 
eingeschniirte Formen wie- 
der abrunden. Solche Faille 
sind aber wohl pathologi- 
scher Natur und durch 
Schadigungen irgendwelcher 
Art bedingt. Sie traten nach 
bestimmter Zeit auf, wenn 
die abgetrennten Blattchen 
langer als 18—24 Stunden 
unter dem Deckglas_ ver- 


Abb. 3. Aufeinanderfolgende Stadien der Pro- ; ; ; ; 
weilten und sich bereits ein 


plastidenteilung. Nach Vitalbeobachtungen am 
ungefarbten Praparat gezeichnet. Sauerstoffmangel — bemerk- 
bar machte (vgl. Rein- 
hard 1933). 
Die Plastiden der Dauerzone etiolierter Blatter lieBen keine Teilung des 
primaren Granums erkennen. 


IV. Beobachtungen itiber die Bildung der sekundaren Grana 


Die vorstehend mitgeteilten Ergebnisse zeigen deutlich, daf das primiire 
Granum ein kontinuierlicher Bestandteil der Proplastiden und der etiolier- 
ten Plastiden ist. Es bleibt nunmehr die Frage zu priifen, wie sich das 
primare Granum bei der Metamorphose zum polygranuliren und assimila- 
tionspigmentfiihrenden Chloroplasten verhalt. 

Nachdem sich herausgestellt hatte, da® das etiolierte Material auch unter 
konstanten AuBenbedingungen unterschiedlich rasch eine Entwicklung der 
monogranuliren Proplastiden zu den somatischen polygranuliaren Chloro- 
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plasten durchmacht, wurden die etiolierten Seitentriebe dem diffusen Tages- 
licht (2700—4000 Lux) ausgesetzt. Sprosse, die in der Dunkelkultur bis zu 
8—10 Tagen alt geworden sind, ergriinen dann in etwa 1% Tagen. In alteren 
Ausirieben dagegen ist haufig erst nach 8 Tagen die normale Chloroplasten- 
struktur hergestellt. 

Der Beginn des Ergriinungsprozesses zeigt sich zuerst durch eine leichte 
Griinfarbung der etiolierten Blatter an, die im giinstigen Falle nach etwa 
3—4 Stunden einsetzt. Im mikroskopischen Bild geht den Veranderungen 
am primaéren Granum ein Abbau der Starke voraus. Dieser Starkeabbau 
ist in der Regel abgeschlossen, bevor die polygranulare Struktur in Erschei- 
nung tritt. Es laBt sich dabei beobachten, daf die Starke in der Blattspitze 
eher abgebaut ist als in der Blattbasis (vgl. Strugger 1937 b). 


1. Die Entwicklung der Proplastiden 
in den postmeristematischen Zellen zu somatischen 
Chloroplasten 


Etwa 8—12 Stunden nach Beginn der Belichtung ist der Ergriinungs- 
prozeB so weit fortgeschritten, daB in der Profilansicht der inzwischen aus 
den Proplastiden entwickelten Jungchloroplasten zum erstenmal geldrollen- 
artige Granareihen zu beobachten sind (Abb. 4). Die Zahl der Grana in 
einer solchen Reihe betragt 2—4. Gelegentlich sind Komplexe von meh- 
reren Grana zu sehen, die dicht aneinander liegen (vgl. Abb. 4, unten links). 
Es ist in diesen Fallen schwer zu unterscheiden, ob die Aufteilung des pri- 


maren Granums durch Einschniirung oder durch flachenhafte Reproduktion 
und nachfolgendes Auseinanderschieben der sekundiren Grana erfolgt ist. 
Diese liegen zunichst so dicht gepackt, daf sie bei Flachenlage des Plastids 
das Bild eines unregelmaBig konturierten primaren Granums bieten. Sie 
weichen aber bald auseinander und verteilen sich im Stroma. Man kann 
dann an der Profilansicht der Plastiden manchmal zwei Granalagen unter- 
scheiden, obzwar Unregelmafigkeiten in der Verteilung vorkommen. Aus 
diesen Beobachtungen lat sich erkennen, daB die sekundiaren Grana aus 
dem primaren Granum entstehen. 

Bei der Beobachtung dieses und auch des nachsten Stadiums muBte 
immer wieder festgestellt werden, daf in den weitaus meisten Fallen das 
gesamte Proplastid einen leichten Griinschimmer aufweist. Die Grana sind 
in der Regel nur undeutlich als etwas dunkler griin erscheinende Gebilde 
zu erkennen. Gelegentlich trifft man Plastiden an, deren Grana als distinkte 
Scheibchen im griinschimmernden oder — sehr selten — eindeutig farblosen 
Stroma sichtbar sind. Diese Beobachtungen legten den Gedanken nahe, daf 
méglicherweise in den friihen Stadien der Chloroplastenentwicklung auch 
im Stroma Chlorophyll auftritt. Eine fluoreszenzmikroskopische Uber- 
priifung lieB diese Méglichkeit ebenfalls noch offen. 

Heitz und Maly haben bei Agapanthus umbellatus in Proplastiden, 
welche soeben ergriinten, iibereinstimmende Feststellungen gemacht. Sie 
schlossen aber aus ihren Beobachtungen, da das primaire Granum als kon- 
stante Struktur zunachst im Proplastid nicht vorhanden sei und erst im 
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Zuge des Ergriinens die primaren bzw. sekundiren Grana gebildet wiirden. 
Wenn die vorliegenden Untersuchungen das Auftreten des Chlorophylls 
im Stroma in den Anfangsstadien des Ergriinens bestiitigen, so konnte ich 
jedoch ein sekundires Auftreten des primaren Granums in keinem Falle 


Abb. 4. Darstellung von friihen Ergriinungsstadien der Proplastiden nach leben- 
dem Material. 


beobachten. Das primaire Granum erwies sich bei den vorliegenden Unter- 
suchungen durchaus als priexistierend. Die von Heitz und Maly auf- 
geworfene Problemstellung mu also dahin modifiziert werden, daf das 
primare Granum ein pra- 
existierendes Strukturele- 
ment ist (vgl. Strugger 
1950, 1953, 1954), daB aber 
im Zuge des ersten Ergrii- 
nens das Chlorophyll so- 
wohl im Stroma als auch 
im primaren Granum in 
Erscheinung tritt. Dann be- 
riihrt aber die von Heitz 
und Maly aufgeworfene 
A Streitfrage nicht mehr die 
Frage nach der Priexistenz 

Abb. 5. A: Ergriinende Plastiden im Zustand des primiren Granums. 
einer zweischichtigen Granaanordnung. B zeigt Im weiteren Verlauf der 
die améboide Formveranderlichkeit eines poly- Metamorphose verteilen sich 
granulairen Jungchloroplasten. die sekundiren Grana 
schnell iiber die Flache des 
Plastids (Abb. 5). In Profilansicht sind in allen beobachteten Fallen nur 
zwei Granaschichien vorhanden: allenfalls sieht man, daB eine dritte Schicht 


angelegt wird. Aus vier iibereinandergelagerten Grana gebildete Reihen, 
die manchmal in den friihesten Stadien in Einzahl auftraten, fehlen. Aus 
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diesem Befund lat sich wohl nur folgern, da die anfangs beobachteten 
Geldrollen der Flachenausbreitung der Grana dienen. Jedenfalls ist klar 
zu erkennen, da die Entwicklung der Granastruktur zunachst auf die 
Herstellung eines zweischichtigen Systems abzielt. In diesem liegen die 
Grana meistens noch nicht streng iibereinander. — Diese Beobachtungen 
zeigen eine auffallende Ubereinstimmung mit den Feststellungen, die 
Kaja (1954) an Mooschloroplasten gemacht hat. Nach den Befunden von 
K aja stellt namlich die zweischichtige Anordnung der Grana den Normal- 
bau der Moosplastiden dar. Eine Geldrollenstruktur lie® sich fiir diese An- 
ordnung ebenfalls nicht finden. 

Die amoéboide Formveriander- 
lichkeit des Stromas ist im Zwei- 
schichtenstadium noch deutlich 
ausgepragt. Sie ist am starksten 
in den granafreien Teilen des 
Stromas. Des Ofteren laBt sich 
in den granafiihrenden Teilen 
eine leichte Abrundung des 
Plastids feststellen, doch ist 
auch hier eine schwache Amé- 
boidie noch durchaus beobachtbar 
(Abb. 5 Db). Abb. 6. Dreischichtige Stadien ergriinender 

Bei der fluoreszenzmikrosko- Plastiden. Nach Vitalbeobachtungen am 
pischen Untersuchung leuchten ungefarbten Material. 
die Grana als distinkte Punkte 
rot auf und heben sich deutlich vom schwach rot fluoreszierenden Stroma ab. 
Die .,Fluoreszenz* des Stromas ist nur innerhalb eines Bereiches zu sehen, 
der von den am weitesten abgewanderten sekundiren Grana begrenzt wird. 
Daf im Stroma auferhalb dieses Bereiches keine rote Fluoreszenzfarbe 
auftritt, geht einwandfrei aus der Beobachtung der granafreien améboiden 
Fortsatze hervor. 

Die dritte Granaschicht — und das gilt auch fiir die folgenden — ent- 
steht innerhalb der horizontalen Granalagen nicht gleichzeitig. Sie wird 
vielmehr in der Plastidenmitte begonnen und schreitet von hier zum Rande 
fort (Abb. 6). Die Grana sind zuweilen auch jetzt noch nicht iiber das ge- 
samte Stroma verteilt. In diesen Fallen ist noch eine mehr oder weniger 
starke Formveranderlichkeit vorhanden. Sobald eine vierte Granaschicht 
angelegt ist, hat die Améboidie ihr Ende erreicht. Die jungen Chloroplasten 
sind dann in ihrer Gestalt den erwachsenen viollig gleich. 

Es ist auffallend, daB die Zahl der Teilungsformen in den ergriinenden 
Zellen bedeutend gréBer ist als in unbelichteten Blattern. Die Teilungen 
werden noch wahrend der améboiden Phase der ergriinenden Plastiden 
eingeleitet. Vielfach ist der Ergriinungsvorgang eher abgeschlossen als der 
Teilungsproze&. Die Biskuitformen ergriinter Chloroplasten, an denen eine 
amoboide Beweglichkeit nicht mehr fesizustellen ist, sind wohl zum Teil 
auf solche verschleppte Teilungen zuriickzufiihren. Die Zahl der Grana in 
den beiden Tochterhalften eines in Teilung begriffenen ergriinenden Pla- 
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stids ist zwar nicht immer gleich grof, doch ist allgemein festzustellen, daf 
jedem Tochterplastid etwa die Halfte der vorhandenen sekundiren Grana 
zugeteilt wird. 

Durch vergleichende Untersuchungen an normal ergriinendem Material 
wurden genau entsprechende Ergebnisse erhalten. Die Plastidenmetamor- 
phose verlaiuft hier aber schneller als in solchen Trieben, die nach Etiole- 
ment ergriinen. Aus diesem Grunde ist zuvor etioliertes Material fiir die 
Untersuchung der Plastidenergriinung besser geeignet. 


2. Die Entwicklung etiolierter Plastiden der Zellen 


der Dauerzone zusomatischen Chloroplastenim Licht 


Die Vorgiange, die sich in den friihesten Entwicklungsstadien etiolierter 
Plastiden abspielen, bestehen im Prinzip darin, da sich das 1,2—1,6 u 
groRe primaire Granum zerfallsartig in eine gréRere Zahl sekundiarer Grana 
aufteilt, die in allen beobachteten Fallen bereits die endgiiltige GréRe 
(0,3—0,4 u) besitzen. In Blattern aus 10—14tagigen Dunkelkulturen geht 
die Aufteilung sehr rasch vor sich; sie ist abgeschlossen, bevor die ersten 
sekundiren Grana sich im Stroma gleichmafig verteilen. Dagegen ist in 
Blattern aus 2—3 Wochen alten Dunkelkulturen eine leichte Hemmung 
der Metamorphose festzustellen, die sich besonders auf die Aufteilung des 
primaren Granums auswirkt. Dadurch bietet sich eine gute Mdéglichkeit, 
die einzelnen Stadien genauer zu verfolgen. Die Beobachtungen, die teils 
an ungefarbten, teils an vitalgefarbten Praparaten gemacht wurden, lassen 
sich folgendermafen zusammenfassen: 

Nach etwa 6—10stiindiger Belichtung erscheint das primaére Granum 
unregelmafig, fast eckig konturiert. Bald darauf heben sich die Ecken durch 
etwas starkere Lichtbrechung vom iibrigen Teil des Granums ab. Dieser 
Eindruck verstairkt sich im Laufe der nachsten Stunden immer mehr. 
SchlieBlich erscheinen an diesen Stellen die ersten sekundiren Grana; ins- 
gesamt sind es meistens 4—6 (Abb. 7 u. 8). 

Um jeden Irrtum auszuschlieRen, wurden die Untersuchungen an zahl- 
reichen Praparaten wiederholt. Dabei ergab sich immer wieder eine Be- 
statigung des beschriebenen Befundes. Es kann deshalb festgestellt werden, 
daB die sekundiren Grana stets aus der Substanz des primaren Granums 
hervorgehen. 

im weiteren Verlauf der Metamorphose treten die sekundairen Grana 
bald iiber den Rand des restlichen Teiles des Primargranums hinaus. Dabei 
kann man vielfach ein Umkippen der sekundaren Grana beobachten, und 
in diesen Fallen ist ihre Scheibchengestalt klar zu erkennen. Gelegentlich 
sind die umgekippten Grana spiralig um das primaire Granum herum 
angeordnet. Im Zusammenhang mit der Abwanderung der ersten sekun- 
daren Grana erfolgt eine weitere Aufteilung des primaren Granums. 

In der Profilstellung der Plastiden sieht man, da® die sekundiren Grana 
jeweils zu mehreren dicht iibereinanderliegen und geldrollenartige Reihen 
bilden, die in verschiedenen Abstinden quer durch das primare Granum 
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verlaufen (Abb. 8). Nach Vitalfarbung mit Rhodamin B heben sich diese 
Reihen dunkler ab. Wenn nun die sekundaren Grana beginnen, sich von- 
einander zu lésen, werden die Reihen aufgelockert. Man kann dann die 
einzelnen Grana unterscheiden und feststellen, daB je 2—4 iibereinander- 
liegen. 

Die Abwanderung der iibereinanderliegenden sekundaren Grana ins 
Stroma erfolgt nicht immer 
gleichmaRig nach allen Seiten. 

Man kann an Plastiden, die 
sich in Flachenlage befinden, 
beobachten, da die sekunda- 
ren Grana vielfach nach be- 
stimmten Richtungen aussche- 
ren. Sie schieben sich dabei 
flichenparallel —itibereinander 
hinweg ins Stroma (Abb. 9). 
Da die Abstinde der sekun- 
daren Grana haufig unterhalb 
der Grenze der mikroskopi- 
schen Auflésbarkeit  liegen, 
entsteht der Eindruck, als ob 
von den Ecken des primaren App. 7. 
Granums aus Faden zum 


Aufteilung des primaéren Granums 
und Abwanderung der sekundiren Grana. 
Plastidenrand verliefen. Sehr Mikrophotographie eines mit 2%iger Os- 


oft kommt es vor, daf einzelne miumsdure fixierten und mit Neutralrot 
Grana umgekippt sind und 1: 1000 gefarbten Praparates. 

bei Flachenansicht des Plastids 

in Profilstellung erscheinen. Das trifft vor allem fiir diejenigen Grana zu, 
die in der Nahe des Plastidenrandes liegen. 

Die Verteilung der sekundiaren Grana iiber die gesamte Flache des 
Stromas schreitet unter standiger Aufteilung des primiren Granums bzw. 
unter Auflésung des Sekundiargrana-Haufens schnell voran. In der Flachen- 

ansicht ergibt sich haufig das Bild, 
da die sekundiren Grana bevorzugt 
(> am Plastidenrand entlang sich ausbrei- 
ten, wahrend die ausgesparte Flache 
spater aufgefiillt wird (Abb. 10). In 
Abb. 8. Friihe Ergriinungsstadien von Profilansicht lat sich 
etiolierten Plastiden in Profilansicht. 
Nach Beobachtungen am _ vitalgefiarb- 
ten Material gezeichnet. 


das_ kleiner 
werdende primare Granum bzw. der 
Sekundargrana-Komplex ebenfalls 
noch lange Zeit feststellen. Die Geld- 
rollenstruktur wird schon vor der vél- 
ligen Verteilung der sekundéren Grana im Stroma hergestellt. Es laBt sich 
dabei in fast allen Fallen beobachten, da die im Bereiche des primaren 
Granums gelegenen Reihen zunachst eine gréRere Granazahl aufweisen als 
diejenigen in der Nahe des Plastidenrandes. Die Teilung der randstandigen 
Grana fiihrt aber ebenfalls weiter zur Bildung von Reihen. 
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In ergriinenden Plastiden aus langandauernden Dunkelkulturen kann 
zwischen der Aufteilung des primaren Granums und der Abwanderung 
und Vermehrung der sekundiren Grana (d. h. dem Ubergang zum normalen 
Strukturaufbau) ein Zeitraum bis zu 2 Tagen liegen. Durch die lange 
Dauer des Lichtentzuges sind offenbar so starke Schaden eingetreten, daB 
es erst eines langeren Erholungsstadiums bedarf, bevor die weitere Ent- 
wicklung vor sich gehen kann. 

Im Verein mit der Entwicklung der etiolierten Plastiden zu assimila- 
tionstiichtigen Chloroplasten.ist ein fortgesetzter Riicdkgang der améboiden 
Formverianderlichkeit des Stromas zu beobachten. Ein strenger Zusammen- 
hang zwischen dem Abklingen der Améboidie und dem jeweiligen Grana- 
bau besteht offensichtlich nicht. Es hat sich vielmehr herausgestellt, da 
starke individuelle Unterschiede auftreten und daf die Dauer der Dunkel- 
kultur eine groBe Rolle spielt. 


3. Versuche itiber den Einflu8B des Rhodamin B auf die 
Metamorphose monogranulirer Plastiden 


Nach der von Strugger (1937 a) vorgeschlagenen Nomenklatur ist das 
Rhodamin B ein inturbanter Farbstoff, weil eine Anfarbung keine mikro- 
skopisch sichtbare Schadigung der Zelle hervorruft. Pflanzen, die mit 
Rhodamin B vorsichtig angefairbt werden, wachsen bei Weiterkultur in 
farbstofffreiem Medium ungestért weiter. Eine Ergriinungsfahigkeit ist aber 
erst dann fesizustellen, wenn der Farbstoff in reinem Leitungswasser oder 
in stark verdiinnten Rhodaminlésungen aus den Plastiden ausgewaschen 
ist. Die Ergriinung ist dann jedoch stark verzégert. Eigene Beobachtungen 
ergaben eine Bestatigung dieser Befunde. 

Pirson und Alberts (1940) machten gegen die Einstufung des 
Rhodamin B als inturbanter Farbstoff geltend, daf einige Zeit nach der 
Anfarbung eine Assimilationshemmung auftritt. Diese beruht aber, wie 
Untersuchungen von Gessner (1941) zeigten, auf einem photodynami- 
schen Effekt und nicht auf einer direkten Giftwirkung des Rhodamin B. 
Andererseits beobachtete Schmidt (1952) bei Kulturversuchen in Rhoda- 
minlésungen von Helodea-Sprossen eine pathologische Sireifung der Chloro- 
plasten, die nicht durch eine photodynamische Wirkung erklirt werden 
konnte. Durch eigene Versuche, die im folgenden beschrieben werden, sollie 
die Frage gepriift werden, welcher Art die Einwirkung von Rhodamin B 
auf die Entwicklungsprozesse der Plastiden ist. In Vorversuchen wurde 
zunachst das Verhalten ergriinender Sprosse von Helodea densa bei Kultur 
in Rhodamin-B-Lésungen untersucht. Zu diesem Zweck wurden etiolierte 
Austriebe aus einer achttagigen Dunkelkultur (Lange der Triebe: 1—1,5 cm) 
in Rhodaminlésungen dem diffusen Tageslicht ausgesetzt. In Konzentra- 
tionen von 1 : 100.000 und schwicher konnte keine Vitalfarbung der Knos- 
penblatter erzielt werden. Es wurde deshalb eine Konzentration von 
1: 1000 bzw. 1: 10.000 angewandt. 

Nach 24stiindiger Kultur in Lésungen von der Konzentration 1 : 1000 
war nur die obere Halfte alterer Knospenblatier gefarbt. Die mikroskopi- 
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sche Untersuchung lieR eine schwache Rhodamin-B-Speicherung im primi- 
ren Granum erkennen. In den meisten Fallen erschienen die Grana unregel- 
mafig konturiert und befanden sich also noch in den Anfangsstadien ihrer 
Aufteilung. Vielfach waren 

Plastiden zu _beobachten, 

deren Granum kleiner als 

in den Kontrollen und den 

ungefarbten Blattpartien 

war und sich vom stark 

gefarbten Stroma nur sehr 

schwach abhob. In solchen 

Plastiden traten im Stroma 

auRerdem 1—4 _ trépfchen- <a 
artige Gebilde auf, die 

sich durch eine besonders 

starke Rhodamin-B-Speiche- Abb. 9. Abwanderung der ersten sekundiren 
rung auszeichneten. In den Grana. Beim .,Umfallen* der Geldrollen gleiten 
ungefirbten Teilen des die Grana iibereinander hinweg ins Stroma. 
Blattes sowie in den Kon- 

trollen, die in reinem Leitungswasser kultiviert wurden, nahm die Ergrii- 
nung ihren normalen Verlauf. Die sekundiren Grana wanderten bereits 
ins Stroma ab. 

Nach 2 Tagen waren in den Rhodamin-B-Kulturen deutlich sekundire 
Grana am Rande des primiren Granums zu erkennen, Die Plastiden waren 
durchweg vakuolisiert. In den Kontrollen und ungefarbten Blattpartien der 
Rhodaminversuche war die Ausbildung der Granastruktur vollzogen. 

3 Tage nach Beginn der Belichtung 
war in den gefarbten Blatthalften eine 
weitere Aufteilung des primaren Gra- 
nums zu beobachten. Die Plastiden 
waren abgerundet und hatten ihre 
Amdboidie verloren. 


‘ 

Etwa nach 5 Tagen begannen die 
gefarbiten Spitzen abzusterben. Kern 
und Plasma zeigien ebenso wie die 
Plastiden eine intensivere Farbung. In 


der zur Blattmitte hin sich ansdhlie- 
Abb. 10. Verteilung der sekundiren Benden lebenden Zone waren nur die 
Grana im Stroma. Die Grana breiten Plastiden sehr schwach gefarbt. In den 
sich vielfach bevorzugt am Plastiden- Kontrollen und in den ungefarbten 
rand entlang aus. Blattregionen verhielten sich die Pla- 

stiden normal. 
Ahnlich wie in der Konzentration 1 : 1000 verhielten sich die ergriinen- 
den Austriebe in der Konzentration { : 10.000. In den nur schwach gefarb- 


ten Plastiden kam es aber zu einer vélligen Aufteilung des primaren 
Granums. Ein weiterer Fortschritt im Ergriinungsproze8 war dann aller- 
dings nicht mehr fesizustellen. 
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Die Frage nach der Wirkungsweise des Rhodamin B 1aBt sich entschei- 
den, wenn die Wellenlangen, die fiir die photodynamische Wirkung ver- 
antwortlich sein kénnen, ausgeschaltet werden. Man kann dies auf ein- 
fachste Weise durch Verwendung eines Rhodaminfilters erreichen (vel. 
Metzner 1926, Schmidt 1952). Wenn die Rhodamin-B-Wirkung ein 
photodynamischer Effekt ist, darf nach Ausschaltung des wirksamen Lichtes 
keine Hemmung des Ergriinungsprozesses eintreten. 

Es wurden folgende Versuche angeseizt: 

1. Etiolierte Austriebe wurden 4 Stunden in einer Lésung 1 : 1000 im 
Dunkeln angefarbt, in Leitungswasser abgespiilt und in ein Gefa mit 
einer Lésung 1 : 10.000 iibertragen. Dieses Gefa& wurde in ein anderes, 
gréReres, das eine Rhodaminlésung 1 : 1000 enthielt, eingestellt und durch 
dieses Filter hindurch belichiet. 

2. Etiolierte Austriebe wurden 4 Stunden in einer Lésung 1 : 1000 im 
Dunkeln angefarbt, abgespiilt und in ein Gefa mit einer Lésung 1 : 10.000 
iibertragen und dieses in ein GefaR mit reinem Leitungswasser eingestellt. 

3. Etiolierte Austriebe wurden ohne vorhergegangene Anfarbung in 
einem mit Leitungswasser gefiillten Gefaf in ein anderes, das eine Rhoda- 
min-B-Lésung 1 : 1000 enthielt, eingestellt. Dieser Versuch war nétig, um 
zu erkennen, ob nicht die Absorption gewisser Spektralbereiche durch das 
Rhodaminfilter eine Ergriinungshemmung bewirkt. 

4. Zur Kontrolle wurden ungefarbte Austriebe in Leitungswasser ohne 
Verwendung eines Rhodaminfilters belichtet. 

Ergebnis: In den beiden ersten Versuchen siellten sich in den ungefirb- 
ten Blaitpartien die gleichen Erscheinungen ein, wie sie oben beschrieben 
wurden: Das primare Granum wurde mehr oder weniger weitgehend auf- 
geteilt: es wurde aber in keinem Falle die normale Granastruktur her- 
gestellt. Lediglich in den ungefarbten Blattzonen fiihrte die Belichtung zu 
einer vollstindigen Ergriinung der Plastiden. Die Sprosse der beiden iibri- 
gen Versuchsreihen ergriinten gleich schnell. Die Granastruktur war im 
Verlauf von 2 Tagen vollig hergestellt. 

Die vorstehenden Versuchsergebnisse zeigen, da die Metamorphose in 
allen Fallen gehemmt wird, in denen eine Anfarbung des primaren Gra- 
nums erfolgt ist. Diese Hemmung ist auch bei Durchfiihrung einer Licht- 
filterung mittels Rhodamin B zu beobachten; sie kann deshalb nicht auf 
einer photodynamischen Wirkung beruhen. Der Einflu® von Rhodamin B 
auf den Ergriinungsvorgang muff aus diesem Grunde als eine Giftwirkung 
angesehen werden. 


V. Degeneration etiolierter Plastiden 


Offensichtlich auf Grund des Hungerzustandes erleiden die etiolierten 
Plastiden bei geniigend langer Dunkelkultur (6—8 Wochen) eine starke 
Degeneration, deren Symptome sich wie folgt beschreiben lassen: 

Entnimmt man einem Sprof aus einer etwa 8 Wochen alten Dunkel- 
kulitur ein Blatt aus der basalen Knospenregion, so trifft man in der unteren 
Blatthalfte zunachst auf Bilder, wie sie fiir die Normalfille etiolierter 
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Plastiden beschrieben wurden. Beim Fortschreiten zur Blattspitze hin be- 
merkt man einen Abbau der Starke. Gleichzeitig ist ein Riickgang der 
améboiden Formverinderlichkeit des Stromas zu beobachten. Das primiire 
Granum erscheint in Profilansicht vielfach dick oval, gelegentlich ist es 
nahezu kugelig. Sein Durchmesser betragt bis zu 2,5—3 u. Weiter zur Spitze 
hin kann man die Feststellung machen, da sich das primire Granum in 
sekundire Grana aufteilt. Diese Grana sind zuniachst scheibchenférmig und 
haben eine GréRe von etwa 0,3—0,4 u. Sie sind ebenso wie das primiire 
Granum gelb pigmentiert. Vergleiche im Fluoreszenzmikroskop zeigen, daf 
alle Grana vollig chlorophyllfrei sind. 

In alteren Blattern, die aus Wirteln unterhalb der Blattknospe stam- 
men, sieht man, da die sekundiren Grana kugelige Gestalt angenommen 
haben. Die Trépfchen bleiben in einem mehr oder weniger dichten Haufen 
im Bereich des friiheren primaren Granums liegen. Nur einige verteilen 
sich im Stroma. Zur Blattspitze hin werden die Tropfen an Zahl geringer, 
im Durchmesser aber gréBer. Man darf deshalb wohl auf eine Vereinigung 
zu groéReren Tropfen schlieBen. In den am weitesten fortgeschrittenen 
Stadien der Degeneration ist das Stroma starkstens reduziert und entzieht 
sich in vielen Fallen der mikroskopischen Sichtbarkeit. Die Blatter, die eine 
derartige Plastidenreduktion erfahren haben, kénnen noch wochenlang am 
Leben bleiben. Es zeigt sich dann haufig eine verstirkte Plasmastrémung. 

Die an den etiolierten Plastiden auftretenden Degenerationserscheinun- 
gen entsprechen véllig dem herbstlichen oder durch Verdunkelung bewirk- 
ten Vergilben normaler Chloroplasten. Auch hier bestehen die Verande- 
rungen in einer Stromareduktion und einer Entmischung zu grofen, durch 
die Carotinoide gelb gefarbten Tropfen bei gleichzeitigem Chlorophyll- 
abbau (vgl. K iis ter 1952). Ahnliche Schwunderscheinungen haben K le bs 
(1888) und Larz (1942) bei der Einwirkung von Chromaten auf Funaria- 
und Helodea-Blatter beobachtet. 


VI. Besprechung der Ergebnisse 


Aus den vorliegenden Beobachtungen geht deutlich hervor, da® zwischen 
den Proplastiden und den etiolierten Plastiden von Helodea densa eine 
grundsatzliche Ubereinstimmung besteht. Beide Plastidenformen besitzen 
einen améboid beweglichen Stromaleib, in den ein primares Granum ein- 
gelagert ist. Bei Dunkelkultur werden offensichtlich die Differenzierungs- 
vorginge in den Chloroplastenanlagen gehemmt, wahrend die Fahigkeit 
zum Plasmawachstum erhalten bleibt. Die etiolierten Plastiden sind des- 
halb als vergréRerte Proplastiden aufzufassen. 


Entgegen den Befunden von Heitz und Maly wurden durch die 
eigenen Vitaluntersuchungen die von Strugger mitgeteilten Beobach- 
tungen iiber die Kontinuitat der Grana bestatigt. In lebenden Praparaten 
ist das primaire Granum der Proplastiden sowohl im Hellfeld als auch im 
Fluoreszenzmikroskop nur schwer aufzufinden. Wesentlich ist, da zuweilen 
auch homogen fluoreszierende Proplastiden im vergleichenden Hellfeldbild 
ein primares Granum erkennen lassen, Diese Feststellung wird durch Beob- 
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achtungen, die an vergleichsweise herangezogenen fixierten und gefarbten 
Praparaten durchgefiihrt wurden, unterstiitzt. Nach sorgfaltiger Anfarbung 
kann in allen Proplastiden ein primares Granum nachgewiesen werden. 
Auf Grund dieser vergleichenden Beobachtungen aft sich die sichere Aus- 
sage machen, daf das primare Granum ein priaexistierender Bestandteil 
der Proplastiden ist. Das von Heitz und Maly aufgeworfene Problem 
kann sich daher nur auf die Frage nach dem Entstehungsort des Chloro- 
phylls in ergriinenden Proplastiden beziehen. — Es war mir nicht méglich, 
mit Hilfe der mir zur Verfiigung stehenden optischen Ausriistung zu ent- 
scheiden, wo das Chlorophyll zuerst auftritt. Es bedarf noch intensiver 
Untersuchungen mit bester apparativer Ausriistung, um eine sichere Ent- 
scheidung dieser Frage herbeifiihren zu k6nnen. — In den etiolierten Pla- 
stiden ist das primaére Granum auch intravital mit Sicherheit zu erkennen. 
An diesen la®t sich eindeutig beobachten, da das erste Auftreten des 
Chlorophylls an das primaire Granum gebunden ist. 

Durch die Lebendbeobachtungen iiber die Teilungsfahigkeit des pri- 
miren Granums werden auch die letzten Zweifel an seiner Kontinuitat aus- 
geschlossen. Das Teilungsvermégen wurde sowohl im Zuge der Proplastiden- 
vermehrung als auch im Verlaufe des Ergriinungsprozesses junger und alter 
etiolierter Zellen belegt. Durch Vitaluntersuchungen an sich teilenden Pro- 
plastiden wurden die von Strugger an fixiertem Material von Agapan- 
thus umbellatus beschriebenen Bilder voll bestiatigt. 

Die Metamorphose vom monogranulairen zum polygranuliren Plastid 
verlauft in den Proplastiden der postmeristematischen Blattzone und in 
den etiolierten Plastiden der Dauerzone unterschiedlich. Im Proplastid er- 
fahrt das primaire Granum, das mit 0,3—0,6 « Durchmesser ebenso grof ist 
wie die sekundiren Grana, eine flachenhafte Teilung. Die Granaiteilung 
selbst wurde bei der Ausbildung der polygranularen Chloroplastenstruktur 
nicht beobachtet. Dagegen wurden in den ersten Ergriinungsstadien Reihen 
von iibereinanderliegenden Grana angetroffen. Diese lassen den berechtig- 
ten SchluB zu, daB die sekundiaren Grana durch flachenhafte Teilungen aus 
dem primaren Granum hervorgegangen sind. Die Grana dieser ersten Geld- 
rollen breiten sich alsbald im Stroma aus und bilden horizontale Grana- 
schichten, von denen aus weitere Geldrollen entwickelt werden. 

Bei den etiolierten Plastiden der Dauerzone ist der Modus des Er- 
griinens ein anderer. Das primare Granum ist infolge der Dunkelkultur 
in der Flache und in der Dicke stark gewachsen; sein Durchmesser betragt 
etwa 1,2—1,6. Dieses Wachstum Ja8t sich durch eine Vermehrung und 
flachenhafte VergréBerung der Elementarlamellen erkliren, wodurch ein 
machtiges Lamellenpaket entsteht. Durch polarisationsoptische Untersu- 
chungen wurde diese Annahme erhiartet. In der Dauerzone der unteren Blatt- 
halfte etiolierter Blatter konnte in der Tat eine Doppelbrechung des pri- 
miren Granums gesehen werden (iiber diese Beobachtungen wird in einer 
spateren Mitteilung berichtet werden). Diese Befunde stehen in Uberein- 
stimmung mit den Ergebnissen, die Weber (1936) an normalen Chloro- 
plasten erhalten hat und durch die der lamellare Aufbau der sekundiren 
Grana polarisationsmikroskopisch belegt wurde. 
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Die Beobachtungen iiber die Bildung der sekundiren Grana aus dem 
primaren Granum etiolierter Plastiden zeigen iibereinstimmend, da die 
Bildung der Sekundargrana immer vom Rande des Primargranums aus zur 
Mitte fortschreitet. Wichtig ist fernerhin, da® in der Mehrzahl der Fille 
die Grana der zuerst gebildeten Geldrollen bei der flachenhaften Aus- 
breitung im Stroma gerichtet aus ihren Verbanden ausscheren. Diese Be- 
obachtungen lassen folgende hypothetische Deutungen zu: 

1. Es ist méglich, daB das primare Granum sich in reduplikable Bereiche 
von der GréRe der sekundiren Grana aufteilt. Durch identische Reproduk- 
tionen kommt es dann zur Bildung von ersten Geldrollen, welche alsbald 
umkippen und eine flachenhafte Ausbreitung der Grana bewirken. 

2. Eine andere Erklarungsméglichkeit ist durch zwei Arbeiten gegeben, 
die in jiingster Zeit erschienen sind. Le yon und v. Wettstein (1954) 
und v. Wettstein (1954) haben gezeigt, da die Phaeophyceen-Chroma- 
tophoren durchgehend lamelliert sind. Es entspricht somit der strukturelle 
Aufbau eines solchen Chromatophors demjenigen eines einzelnen Granums 
in den Chloroplasten der Cormophyten. Es ist deshalb denkbar, daf die 
Teilungsvorginge an den stark vergréReriten primiren Grana etiolierter 
Plastiden in ahnlicher Weise verlaufen, wie sie v. Wettstein an Fucus- 
Chromatophoren beschrieben hat. Man kénnte dann annehmen, da durch 
lokales Wachstum und Einschniirung zunichst Proliferationen entstehen, 
aus denen spater durch véllige Trennung die sekundiren Grana hervor- 
gehen. 

Zusammenfassung 


1. Im Bau der Proplastiden und der etiolierten Plastiden von Helodea 
densa wird eine prinzipielle Ubereinstimmung festgestellt. Beide Plastiden- 
formen besitzen einen amédboiden Stromaleib, in den ein primires Granum 
eingelagert ist. 


2. Im Sinne Struggers und im Gegensatz zu Heitz und Maly 
wird fesigestellt, da& das primare Granum ein kontinuierliches Struktur- 
element der Proplastiden ist. 


3. Die Befunde Struggers iiber den Vorgang der Granateilung konn- 
ten durch Vitalbeobachtungen voll bestiatigt werden. 

4. Bei der Ergriinung der Proplastiden und der etiolierten Plastiden ent- 
stehen die sekundiren Grana stets aus der Substanz des primiaren Granums. 

5. Der Ort der ersten Pigmentbildung bleibt kontrovers. Das Chloro- 
phyll kann in den ersten Ergriinungsstadien voriibergehend auch im Stroma 
zuerst auftreten. 

6. Es wird die Herstellung der Granastruktur in den ergriinenden Pla- 
stiden soweit wie modglich beschrieben. 

7. Die Vitalfarbung ergriinender Triebe mit Rhodamin B ruft eine Hem- 
mung der Metamorphose hervor. Es wird gezeigt, da diese Hemmung auf 
einer Giftwirkung beruht und nicht photodynamischer Natur ist. 

8. Bei langandauernder Dunkelkultur erleiden die etiolierten Plastiden 
eine Degeneration. Die Symptome dieser Degeneration werden im einzelnen 


beschrieben. 
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Einleitung 


Der von Strugger (1940) in die botanische Vitalfarbetechnik ein- 
gefiihrte Fluoreszenzfarbstoff Akridinorange hat sich als auferordentlich 
brauchbar erwiesen. Besonders eine charakteristische Eigenschaft dieses 
Farbstoffes, namlich in Form seiner Einzelionen und in vielen chemischen 
Verbindungen griin zu fluoreszieren, in konzentrierten Lésungen und bei 
manchen Adsorptionserscheinungen hingegen rot leuchtende Assoziate zu 
geben, hat uns einerseits eine Fiille bisher unbekannter Erscheinungen er- 
schlossen, anderseits dazu geholfen, manche bereits bekannte Phanomene 
mit vereinfachter und verfeinerter Methodik zu studieren. 

Einen bedeutenden Gewinn an Erkenntnissen brachten uns unter ande- 
rem jene Versuche, die sich mit der Farbung der pflanzlichen Zell wand 
beschéftigten. Seit den Untersuchungen von Strugger (1936) und vor 
allem von Drawert (1937) mit Hellfeldfarbstoffen war bekannt, daB die 
Anfarbung der Membranen vom pH-Wert der verwendeten Farblésung 
abhangt. Verwendet man pH-gestufte Farblésungsreihen, dann ist zumeist 
um pH 3 eine deutliche Farbeschwelle zu beobachten. Unterhalb von pH 3 
nehmen die Membranen vieler Gewebe keinen Farbstoff auf, oberhalb von 
pH 3 erscheinen sie gefarbt. Als Strugger (1940) nun analoge Versuchs- 
reihen mit Akridinorange anstellte, sah er, da& oberhalb von pH 3 — wie 
erwartet — die Zellwande gefarbt waren und rote Fluoreszenz zeigten, da 
aber iiberraschenderweise auch unterhalb von pH 3 etwas Farbstoff auf- 
genommen wurde. Die Farbung war zwar im Hellfeld unsichtbar, zeigte 
sich aber im UV-Licht als ein, wenn auch schwaches, so doch deutliches 
griines Leuchten. Die Schwelle selbst, die also hier nicht als Auftreten einer 
Farbung, sondern als Wechsel in der Fluoreszenzfarbe in Erscheinung trat, 
hatte im iibrigen die gleiche Lage wie bei der Untersuchung mit Hellfeld- 
farbstoffen. 

Protoplasma, Bd. XLV/1 
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Diese Fiarbeschwelle nannte man, in Anlehnung an ein ahnliches Ver- 
halten der Eiweifstoffe, den isoelektrischen Punkt (IEP) der Zellwand. 
Hoéfler (1946) schlug den Namen ..Entladungspunkt* (EP) vor, da es ja 
im allgemeinen nicht zu einer Umladung der Membranen kommt. Als Ur- 
sache dieser Farbeschwelle nahm man allgemein an, da die Zellulose 
geringe Mengen von Carboxylgruppen enthalt, die im dissoziierten Zu- 
stande der Membran eine negative Ladung verleihen, die sie zur Speiche- 
rung basischer Farbstoffe befahigt, waihrend im allzu sauren Bereich die 
Dissoziation der in der Zellwand enthaltenen COOH-Gruppen zuriick- 
gedrangt wird, was mit einem Verlust der negativen Ladung und der 
Adsorptionsfahigkeit verbunden ist. 

Eine in dieser Zeitschrift erschienene Arbeit (Kinzel 1953 b) brachte 
hier einige neue Erkenntnisse. Einerseits zeigt es sich, da bei Membranen, 
die auf chemischem Wege von Pektinstoffen befreit worden waren, die Roi- 
fluoreszenz entweder ganz ausbleibt oder zumindest die Farbeschwelle 
(der EP) stark nach dem Neutralpunkt hin verschoben ist. Dieses Verhalien 
laBt darauf schlieBen, daB die Carboxylgruppen, die den Farbstoff auf 
elektroadsorptivem Wege festhalten, nicht der Zellulose, sondern den 
Pektinstoffen angehéren. die ja in den Zellwanden lebender, saftiger Ge- 
webe stets enthalten sind *. 

Als methodische Neuerung ergab sich ferner, da® fiir die Messung des 
EP von Membranen anstatt der pH-Reihen auch solche Farblésungsreihen 
verwendet werden kénnen, die steigende Mengen eines Neutralsalzes — am 
giinstigsten ist CaCl, — enthalten. Dabei entsprechen dann die Lésungen 
mit hohem CaCl,-Gehalt den stark sauren, die Lésungen mit geringerem 


CaCl,-Gehalt den schwiacher sauren bzw. neutralen pH-Stufen. Der Vorteil 
dieser Art von Lésungsreihen besteht neben ihrer leichteren Herstellbarkeit 


vor allem darin, daB die Lésungen mit hohem Salzgehalt von lebenden 
Zellen bedeutend besser vertragen werden als die stark sauren Lésungen. 
Fiir Farbungen des Zellinhaltes jedoch, bei denen es auf den Dissoziations- 
zustand des Farbstoffes ankommt, sind solche Lésungsreihen den pH-Reihen 
natiirlich nicht aquivalent. 

Die Arbeit vom Jahre 1953 enthalt auch Versuche mit Zellwanden, die 
mit Kupferoxydammoniak (Cuoxam) behandelt worden waren. Membra- 
nen, die mit diesem Reagens, das Watte augenblicklich lést, mehrere Tage 
lang behandelt worden waren, wurden als von der Hauptmenge der Zellu- 


1 Verholzte oder sonstwie inkrustierte Zellwande werden jedoch weder in der 
eben zitierten noch in der vorliegenden Arbeit in den Kreis der Betrachtungen 
gezogen. 

Schwarz (1924) hat fiir Zellwande, die in der Hauptsache aus Zellulose. 
Hemizellulose und Pektinstoffen bestehen, also z. B. die Wande von Kambium- 
zellen, unverholzten Parenchymzellen und Bastfasern, Kollenchymzellen und 
Reservezellulosezellen, den Ausdruck .Zellinwande* vorgeschlagen und ihm 
die Ausdriicke .Ligninwande* und ..Kutinwande* gegeniibergestellt. Es ware emp- 
fehlenswert. diesen sehr praktischen und gut definierten Ausdruck, den seinerzeit 
schon Czaja (1930, 1954) iibernommen hatte. wieder in Gebrauch zu nehmen, wie 
dies in der vorliegenden Arbeit geschehen soll. 
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lose befreit betrachtet. In der Folge zeigte es sich jedoch, da® die Entfer- 
nung der Zellulose oft nicht vollstandig gewesen war. Offenbar macht die 
Trennung der wohl z. T. ineinander verfilzten Zellulose- und Pektin-Makro- 
molekiile groBe Schwierigkeiten. Zur vollstandigen Entfernung der Zellu- 
lose kann bei gewissen Objekten eine mehrere Monate lange Behandlung 
mit Cuoxam nétig werden. Von dieser Tatsache wird das Hauptergebnis 
der Arbeit von 1953, namlich die Zuordnung der Rotfluoreszenz zu den in 
den Pektinstoffen enthaltenen Carboxylgruppen, nicht beeinflu®t. Die Ver- 
suche mit zellulosefreien Membranen blieben jedoch zu wiederholen. Sie 
bilden, vermehrt um einige weitere Experimente, den Inhalt der vorliegen- 
den Arbeit, die sich vor allem mit dem Wesen der griinen und gelben 
Fluoreszenz akridinorangegefarbter Membranen beschiftigt. 


Versuche 


A. Die zeitliche Verfolgung der Cuoxam-Einwirkung 


Versuch 1 

Sonnenblumenmark (Helianthus annuus, Stengelmark) wurde 50 bis 
90 uw dick geschnitten und in frisch bereitetes Cuoxam (Kupferoxyd- 
ammoniak) eingelegt. Nach 3 Tagen wurden einige Schnitte entnommen, 
gewissert, mit verdiinnter Essigsiure behandelt und wieder gewiassert. 
Wurde nun zu einem solchen Schnitt Chlorzinkjod zugesetzt, dann trat 
auBerst rasch (nach etwa 2 Sekunden) eine kraftige Violettfarbung mit 
einem Stich ins Braunliche auf, wahrend ein nicht mit Cuoxam vorbehan- 
delter Schnitt 10 bis 20 Sekunden und langer braucht, um die gleiche Farb- 
tiefe zu erreichen. Der Farbton ist dabei mehr blauviolett. (Wahrscheinlich © 
wird die Zellulose durch die Vorquellung in Cuoxam aufgelockert. so daf 
die Chlorzinkjod-Reaktion rascher eintritt.) 

Nach 4 Tagen entnommene und ebenso behandelte Schnitte verhielten 
sich gleichartig. 

Ein nach 6 Tagen entnommener Sdhnitt farbte sich ebenfalls rasch und 
deutlich violett. Nur am Rande des Schnittes blieben einige Zellwande farb- 
los oder farbten sich in einem braunlichen Tone an. Die Violettfarbung war 
nach wie vor dichroitisch. 

Ein weiterer, 6 Tage lang mit Cuoxam behandelter Sonnenblumenmark- 
schnitt wurde in verdiinnter HCl eine Minute lang gekocht und nach dem 
Wassern unter dem Mikroskop mit NH, behandelt. Diese Behandlungsweise 
wird in der Literatur zum Herauslésen von Pektinstoffen empfohlen. Der 
gréBte Teil der Zellwandsubstanz léste sich denn auch im Ammoniak glatt 
auf, und es entstand der Eindruck, als seien die Zellwiande iiberhaupt ver- 
schwunden. Erst bei ganz zugezogener Blende sah man, daf sie doch noch, 
und zwar in Form von ganz zarten Hauten, vorhanden waren. Diese Haute 
zeigten deutliche Doppelbrechung und gaben mit Chlorzinkjod eine kriaf- 
tige Violettfarbung, die merklich dichroitisch war. Sie waren aber, obwohl 
sie also offensichtlich aus Zellulose bestanden, in Cuoxam innerhalb einiger 
Minuten nicht léslich. 

6* 
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Dagegen vernichtete in einem gleichfalls 6 Tage lang mit Cuoxam behandelten 
Schnitt 70prozentige Schwefelsdéure im Laufe von 15 Minuten die Doppelbrechung 
nahezu vollkommen, liste also offenbar die Zellulose praktisch vollstandig heraus. 
allerdings litten die Schnitte unter dieser Behandlung stark: Sie hielten eine nach- 
tragliche Behandlung mit Chlorzinkjod nicht aus, sondern zerfielen darin. 

21 Tage lang mit Cuoxam vorbehandelte Sonnenblumenmarkschnitte 
gaben mit Chlorzinkjod deutliche Violettfarbung, aber nicht so dunkel und 
ausgepragt wie unvorbehandelte Schnitte und mit einem braunlichen Unter- 
ton. Die Reaktion trat aber nach wie vor bedeutend rascher ein als an un- 
behandelten Schnitten. Das verwendete Cuoxam léste auch jetzt noch 
Watte innerhalb kiirzester Zeit auf. 

Nach 31 Tagen Cuoxam-Behandlung war die Doppelbrechung schwach, 
mit Chlorzinkjod trat aber immer noch vielfach violette, schwach dichroi- 
tische, stellenweise aber auch braunliche Farbung auf. 

Eine weitere Portion von Sonnenblumenmarkschnitten wurde in frisches 
Cuoxam eingelegt und erst nach 4 Monaten entnommen. Sie hatten nun 
kupferhaltige Niederschlage eingelagert und waren sehr zerbrechlich. Erst 
nach einer eintagigen Behandlung mit verdiinnter Essigsdure waren sie 
farblos. Leider befand sich in vielen Zellen ein kérnig-flockiger Nieder- 
schlag, der wohl aus Zellulose bestand, die beim Ubertragen von Cuoxam 
in Wasser ausgefallt worden war. Die urspriinglichen Zellwinde waren 
jedoch trotzdem zumeist gut erkennbar. Diese waren nun wirklich zel- 
lulosefrei. Wahrend der in den Zell-Lumina befindliche Niederschlag mit 
Chlorzinkjod sich schén violett farbte, zeigte die urspriingliche Zellwand 
keine Spur einer solchen Farbung und léste sich in konzentriertem Am- 
moniak. (Pektinstoffe werden ja durch eine Saure-Vorbehandlung in 
Alkalien léslich gemacht.) 

Orientierende Versuche an anderen Objekten gaben ahnliche Resultate. 
Die Befreiung von Zellulose dauerie allerdings bei diesen nicht so lange wie 
beim Sonnenblumenmark, das offenbar eine besonders hochmolekulare und 
dichtgepackte Zellulose enthalt. So gaben Querschnitte durch den Stengel 
von Petasites vulgaris nach 2 Tagen Cuoxam-Behandlung noch intensive 
Zellulosereaktion mit Chlorzinkjod, ebensolche von Pelargonium nach 8 Ta- 
gen noch blafviolette Farbung. Dagegen waren Schnitte durch den weifen 
Teil von Orangenschalen zum Teil schon nach 3 Tagen weitgehend zellulose- 
frei, Zwiebelhiutchen von Allium cepa nach etwa 3 Tagen. 

Beim Versetzen der mit Cuoxam behandelten Schnitte mit Chlorzinkjod fiel 
mir auf, daB an den Zellwanden kleine, lingliche, blaRgelbe Kristalle auftraten. 
Da sich nun zweiwertige Kupfersalze mit Jodiden in einer sehr empfindlichen Reak- 
tion nach folgender Gleichung umsetzen: 2 CuSO, + 4K J = Cus Jo + 2 K2SO, + Joe. 
so nahm ich an, daf® das im Chlorzinkjod enthaltene Jodid mit Kupferspuren, die 
offenbar auch nach der Behandlung mit Essigsiure noch in der Membran zuriick- 
bleiben, in der genannten Weise reagiert, wobei die beschriebenen Kristalle gebildet 
werden. Ich seizte, um diese Resie von Kupfer aus den Zellwanden zu entfernen, 
der zum Auswaschen verwendeten Essigséure etwa 1 Mol CaCl zu. Dieses wirkt 
ja gegeniiber elektroadsorptiv gebundenen Ionen kraftig adsorptionsverdrangend 
(Héfler und Stiegler 1947) und hatte hier auch tatsachlich den Erfolg, daf 
die stérende Bildung von Kristallen ausblieb. Vielleicht 1aBt sich die beschriebene 
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Reaktion, die auch in mikroskopischen Dimensionen recht empfindlich zu sein 
scheint, bei Bedarf zu einer mikrochemischen Nachweismethode fiir Kupfer aus- 
bauen. 

Nachdem nun auf diese Weise festgestellt worden war, wie lange das 
Cuoxam zur Entfernung der Zellulose einwirken muff, konnten die Haupt- 
versuche zur Fluorochromierung zellulosefreier Schnitte in Angriff genom- 
men werden. 


B. Fluorochromierung zellulosefreier Objekte 
mit Akridinorange 

Versuch 2 

Orangenschalen (Alkoholmaterial) wurden 120 dick geschnitien (diin- 
nere Schnitte vertragen die Cuoxam-Behandlung schlecht) und 8 Tage lang 
in Cuoxam eingelegt. Dann wurde mit Wasser bzw. verdiinnter, CaCl,- 
haltiger Essigsiure gewaschen. Je ein Schnitt wurde nun in eine Siufe 
einer Akridinorange-CaCl,-Reihe (vgl. Kinzel 1953 b, S. 217) eingebracht. 
Die Lésungen enthielten Akridinorange in der Konzentration 1 : 10000 und 
fallende Mengen von CaCl,. Die in der ersten Spalte der Tabelle enthal- 
tenen Ziffern geben die in der betreffenden Lésung enthaltene CaCl,-Kon- 
zentration in Mol an. Die Farbezeit wurde meist ziemlich reichlich bemes- 
sen (etwa eine halbe bis eine Stunde). Es handelt sich ja um die Einstel- 
lung eines Adsorptionsgleichgewichtes am Objekt, dessen Lage sich, wenn 
es sich einmal eingestellt hat, nicht mehr verandert. Es ist auch wichtig, 
das Objekt in eine geniigende Menge Farblésung zu bringen, so da es sich 
wirklich mit Farbstoff sattigen kann. Eine Farbung zwischen Objekttrager 
und Deckglas ist nicht empfehlenswert. 





Fluoreszenz des Parenchyms der Schnitte 


CaCle-Konzentration 


Mit Cuoxam behandelt Kontrolle (unbehandelt) 





0.18 unsichtbar braunlichgriin 

0.1 unsichtbar braunlichgriin 
0,056 unsichtbar braunlich 

0,032 ganz stumpf rotlich braunlich 

0.018 karminrot | stumpf ziegelrot 
0.01 karminrot ziegelrot 

0.0056 stirker karminrot | ziegelrot bis karminrot 
0.0032 starker karminrot ziegelrot bis karminrot 


Die zellulosefreien Schnitte sind in den Farblésungen mit hohem CaCl,- 
Gehalt oft so véllig fluoreszenzfrei, daB sie im UV-Licht iiberhaupt nicht 
zu finden sind. 


An ahnlich, nur langere Zeit hindurch mit Cuoxam vorbehandelten 
Schnitten wurden auch Entfarbungsversuche durchgefiihrt. Behandelt man 
solche Schnitte 15 Minuten lang mit einer reinen, CaCl,-freien Akridin- 
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orangelésung der Konzentration 1: 1000, dann erscheinen sie makroskopisch 
orangegelb gefiarbt und fluoreszieren dunkel karminrot. Wird nun eine 
0.2 molare CaCl,-Lésung durch das Priaparat gesaugt, dann entweicht der 
Farbstoff in Form einer rot aufleuchtenden Wolke und es bleibt in den 
Zellwinden nicht die geringste Spur einer Griinfluoreszenz zuriick. 

Erwahnen méchte ich noch folgende Beobachtung: Die verholzten Teile 
der Schnitte fluoreszieren ohne Cuoxam-Vorbehandlung in den stark CaCl-haltigen 
Farblésungen orangegelb, in den schwach CaCl-haltigen zitronengelb (vgl. Kinzel 
1953 b, Versuch 8). Nach Vorbehandlung in Cuoxam ist die Fluoreszenz in den 
stark CaCle-haltigen Akridinorangelésungen kraftig rotbraun, in den schwach 
CaCl-haltigen wie zuvor zitronengelb. Zwischen diesen beiden Extremfarben tre- 
ten innerhalb der CaCle-Reihe alle Ubergiinge auf. Eine kausale Deutung dieser 
Fluoreszenzfarben ist noch nicht méglich, 


Versuch 3 


Schnitte durch Sonnenblumenmark (Helianthus annuus, Stengelmark, 
etwa 90 u dick) wurden 5 MonatelanginCuoxamaufbewahrt. 


Dann wurde in Wasser und verdiinnter Essigsiure gewaschen. Die Schnitte 
gaben nun keine deutliche Chlorzinkjodreaktion mehr. 

Nach Behandlung mit der Akridinorange-CaCl,-Reihe ergab sich fol- 
gendes Bild: ¥ 





CaCle-Kon-,| Fluoreszenz der Zell- | Farbe der Zellwinde Makroskopisches 
zentration wande im Hellfeld Aussehen der Schnitte 





0,056 unsichtbar farblos farblos 
0.032 unsichtbar farblos farblos 
0.018 unsichtbar farblos farblos 
0.01 deutlich bis eben noch hellgelb bis fas ganz zart orange 
wahrnehmbar, ganz farblos 
dunkel karminrot 
0.0056 dunkel karminrot kriftig gelb orangegelb 
0.0032 dunkel karminrot kraftig gelb orangegelb 


Unverholzte Zellwande, die Akridinorange bis zu einer (im Hellfeld) 
kraftigen Gelbfarbung gespeichert haben, fluoreszieren normalerweise in 
einem hellen, kraftigen Rot (Strugger 1940 spricht von einer intensiv 
kupferroten, gleiBenden Fluoreszenz). Zellulosefreie Schnitte dagegen, die 
im Hellfeld ebenfalls kraftig gelb erscheinen (z. B. in schwach salzhaltigen 
oder reinen Akridinorangelésungen), leuchten im UV-Licht nur in einem 
sehr schénen, tiefen, aber dunklen Karminrot. Saugt man nun durch das 
Priparat 0,2 molare CaCl,-Lésung, dann entweicht der Farbstoff in einer 
Wolke, deren Rot heller ist als vorher der Gesamteindrue des gefarbten 
Schnittes. Es ist manchmal ein frappierendes Bild. wenn . ‘s dem dunkel 
karminrot leuchtenden Schnitt beim Zusatz der Salzlésung eine hellrot 
leuchtende Wolke entweicht und nicht die geringste Spur der sonst ge- 
wohnten Griinfluoreszenz zuriickbleibt. 
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Versuch 4 

Zwiebelhiutchen (Allium cepa, Innenepidermis) wurden 7 Tage lang 
mit Cuoxam behandelt und mit Wasser und CaCl,-haltiger, verdiinnter 
Essigsiure gewaschen. Die so erhaltenen Objekte waren sehr zart und hin- 
fallig. Bei zu langer Einwirkung von Cuoxam blieb von jedem Hiautchen 
nur die Cuticula iibrig. Mit Chlorzinkjod gaben die erhalten gebliebenen 
Zellwiainde immer noch eine, wenn auch sehr schwache Violettfairbung. Da- 
gegen waren innerhalb der Zellen, wahrscheinlich beim Ubertragen von 
Cuoxam in Wasser, die Gilsonschen Zellulosekristalle ausgefallen, die sich 
mit dem Chlorzinkjod tief violett farbten. Solche Epidermishautchen wur- 
den nun mit den CaCl.-gestuften Akridinorangelésungen behandelt. 





; Fluoreszenz 
CaClo-Kon- 
zentration 
der Zellwiande der Zellulosekristalle 





0.1 unsichtbar griin 
0.056 unsichtbar griin 
0.032 ganz dunkel rétlich griin 
0.018 stumpf ziegelrot griin 
0.01 ziegelrot griin 
0.0056 kraftig rot 


Versuch 5 


Petasites communis, junger Blattstiel, quer, 1204 dick (vgl. Kinzel 
1953 b, Versuch 8). Die Schnitte wurden 3 Tage lang mit Cuoxam behan- 
delt, mit Wasser und CaCl,-haltiger Essigsiure gewaschen. Es blieben im 
wesentlichen nur die Kollenchymringe iibrig. Die Behandlung mit den 


Akridinorange-CaCl,-Reihen ergab folgendes: 





CaClo-Konzentration Fluoreszenz der Kollenchym-Zellwinde 





0.1 praktisch unsichtbar 

0.056 an dickeren Stellen rétlicher Schimmer 
0.032 stellenweise rétlicher Schimmer 
0.0032 kraftig rot 


Als weitere Objekte zog ich die Gallertbildungen von Algen heran, die 
an unserem Institut durch einige in jiingster Zeit durchgefiihrie Unier- 
suchungen wohlbekannt waren (vgl. Héfler u. Schindler 1952, 
Kinzel 1953 a). Sie sind fiir das Thema der vorliegenden Arbeit deshalb 
bedeutsam, weil sie aus Kohlehydraten bestehen, die mit basischen Farb- 
stoffen farbbar sind, aber schon im natiirlichen Zustand keine Zellulose 
enthalten und also nicht erst durch einen bei aller Vorsicht doch immerhin 
recht drastischen chemischen Eingriff davon befreit werden miissen. Ich 
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wihlte die in vielen Farbeversuchen bewahrte, breite Gallerthiille von 
Hyalotheca dissiliens (Abb. 1). 


Versuch 6 

Hyalotheca dissiliens wurde mit einigen Stufen der Acridinorange- 
CaCl,-Reihe behandelt. Die Fluoreszenz der Zellwand ist wegen der roten 
Eigenfluoreszenz der Chloroplasten schlecht sichtbar und wurde daher 


Abb. 1. Hyalotheca dissiliens, Fairbung der Gallerthiille mit Methylenblau. (Aus 
Kinzel 1953a, Abb. 1.) 


z. T. mit ? versehen. Entscheidend war vor allem das Verhalten des Objek- 
tes in der am starksten salzhaltigen Stufe. Daher wurde an dieser Stelle 
eine Liésung verwendet, die aufer Akridinorange in der Konzentration 
1: 10000 und 0,18 mol CaCl, noch 1 mol Traubenzucker enthielt. Neben den 
plasmolysierten Protoplasten war nun auch die schwache griine Fluoreszenz 
der Zellwande gut zu sehen. 





Fluoreszenz 
CaCle-Konzentration ee 


der Gallerthiille der Zellwande 





0.18 + Trz. unsichtbar zart griin 
0.01 ganz zart rotlich rot ? 
0.0032 kraftig rot, rot ? 

z. T. kontrahiert 


In allen bisher unter B mitgeteilten Versuchen tritt eine Erscheinung 
immer wieder auf: Zellulosefreie Objekte geben mit Akri- 
dinorange keine Griinfluoreszenz. Dabei ist es gleichgiiltig, 
ob man Zellwinde betrachtet, denen die Zellulose durch Behandlung mit 
Cuoxam entzogen wurde, oder eine Algengallerte, die von Natur aus keine 
Zellulose enthalt. Es tritt zwar in den schwadh salzhaltigen Lésungen 
Rotfluoreszenz auf, treibt man aber den elektroadsorptiv gebundenen Farb- 
stoff durch starkeren Salzzusatz aus, dann bleibt keine Griinfluoreszenz 
zuriick. — Ein weiterer Versuch zeigt aber, da die Gegeniiberstellung: 
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Zellulosehaltige Objekte geben Griinfluoreszenz, zellulosefreie nicht — zu 
eng gefaRt ware. Nicht allein Zellulose kann Akridinorange zur Griin- 
fluoreszenz speichern. 


Versuch 7 


Starkekérner von Solanum tuberosum (kaufliche Kartoffelstairke) wur- 
den in der Akridinorange-CaCl,-Reihe gefiarbt. 





CaCle-Konzentration Fluoreszenz der Starkekérner 





0,18 griin 

0,1 griin 

0,056 griin 

0,032 griin 

0,018 griin 

0,01 griin 

0,0056 griin, z. T. mit Stich ins Gelbliche 

0,0032 die gréReren Korner meist noch griin, die 
kleineren zeigen alle Ubergiange zu ocker- 

| gelb, z. T. fast orangegelb 





Dieses Ergebnis zeigt, da auch ein zellulosefreies Objekt Akridin- 
orange zur Griinfluoreszenz speichern kann. Es ist also festzuhalten, daf 
Zellulose und Starke und nach den Versuchen von Héfler und Peck- 
sieder (1947) auch Chitin den Farbstoff mit griiner Fluoreszenz aufzuneh- 
men vermdgen, Pektin und Hyalotheca-Gallerte nicht. Es lassen sich aber 
noch andere Gemeinsamkeiten zwischen den Vertretern dieser beiden Stoff- 
gruppen aufzeigen: Die drei erstgenannten Stoffe sind doppelbrechend, 
die beiden letztgenannten nicht. Ferner haben Zellulose und Starke be- 
kanntlich die Eigenschaft, unter bestimmten Umstanden mit Jodreagenzien 
violette bzw. blaue Farbungen zu geben, Pektin und die Gallertsubstanz 
nicht. Die theoretische Auswertung dieser auffalligen Korrelation soll erst 
im letzten Abschnitt versucht werden. Hier sei nur noch erwahnt, daB auch 
eine Suspension von gefallter Zellulose sich ahnlich verhalt wie native 
Zellulose: Fallt man Zellulose aus einer Lésung in Cuoxam durch Zusatz 
von Saéure aus und wascht den erhaltenen flockigen Niederschlag mehr- 
mals mit Wasser, dann zeigen die Flocken nach Behandlung mit Akridin- 
orangelésung unter dem Fluoreszenzmikroskop ein deutliches griines 
Leuchten. AuRerdem geben sie, in Ubereinstimmung mit dem oben Gesag- 
ten, mit Chlorzinkjod Violettfarbung. Auf ihre Doppelbrechung hin wur- 
den sie nicht untersucht. 


C. Adsorptionsverdrangungsversuche 
Die unter B. mitgeteilten Versuche lieRen darauf schliefen, da die 
Fahigkeit, Akridinorange zur Griinfluoreszenz zu speichern, nur ganz be- 
stimmten Stoffen, wie Zellulose und Starke, zukommt. Es erhob sich nun 
die Frage, welcher Art die Bindung an das Objekt ist, die den Farbstoff 


Protoplasma, Bd. XLV/1 7 
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zu dieser Fluoreszenzfarbe veranla&t. Die Unméglichkeit, den griin 
fluoreszierenden Farbstoff mit CaCl, auszutreiben, hatte schon wahrschein- 
lich gemacht, da die Bindung nicht elektrostatischer Natur sei. Das CaCl, 
wurde ja durch Hifler und Stiegler (1947) als Reagens zur Erken- 
nung einer elektroadsorptiven Farbung mit basischen Farbstoffen einge- 
fiihrt und hat sich seither in zahlreichen Vitalfarbe-Arbeiten in dieser 
Funktion gut bewiahrt. Ich versuchte aber doch, ob sich nicht mit anderen 
Reagenzien eine Verdrangung des Farbstoffes aus seiner Bindung erzielen 
laBt. Die diesbeziiglichen Versuche wurden vor allem nach zwei Richtun- 
gen hin unternommen: Einerseits untersuchte ich, ob nicht das, was dem 
doppelt geladenen Ca-lon unméglich war, einem mehrfach geladenen Ion 
gelingen wiirde, anderseits priifte ich ein stark oberflachenaktives Kation. 
Fiir die erstere Méglichkeit wurde das Hexolnitrat gewahlt, ein von 
Bungenberg in die Kolloidchemie eingefiihrter Kobaltkomplex mit 
sechswertigen Kationen. (Hergestellt nach der Vorschrift von Dubsky, an- 
gegeben bei Bungenberg de Jong und Teunissen 1938, S. 283.) 
Es zeigte sich, daf die tiefbraune Lésung dieses Salzes das Akridinorange 
aus griin fluoreszierenden Wattefasern nicht verdrangen konnte und da 
bei Anwendung einer kombinierten, den Farbstoff und das Hexolnitrat 
enthaltenden Lésung eine Aufnahme des Farbstoffes in die Faser nicht ver- 
hindert werden konnte. 

Ein stark oberflachenaktives Kation fand ich in dem im pharmazeuti- 
schen Handel erhiltlichen Desinfektionsmittel Benirol der Firma Birupha, 
Wien, das aus Alkyldimethyl-benzyl-ammonium-chloriden besteht. Auch 
dieses Mittel vermag weder, Akridinorange aus Wattefasern auszutreiben, 
noch, im Gemisch mit dem Farbstoff angewandt, die Anfarbung der Fasern 
zu verhindern. 

Interessanterweise gelingt aber eine Entfarbung griin fluoreszierender 
Zellulosefasern mit starker Salzséure. Man kann hier Lésungsreihen her- 
stellen, die Akridinorange in der Konzentration 1: 10.000 und steigende 
Mengen Salzsaure enthalten. Behandelt man Zellulosefasern mit solchen 
Reihen, dann ergibt sich, da& die Griinfluoreszenz nur bis zu einem be- 
stimmten HCl-Gehalt der Lésung aufrechterhalten wird. Oberhalb dieser 
Schwelle erscheinen die Fasern in einem ganz schwachen, weiflichen Licht. 
Diese Schwelle liegt fiir Wattefasern bei etwa 3 Mol HCl, fiir Ramiefaser 
zwischen 4 und 7 Mol HCl. Doch sind diese Bedingungen so extrem, daf 
man die angefiihrten Ergebnisse nicht ohne weiteres den iibrigen genannten 
Adsorptionsverdrangungsversuchen gegeniiberstellen darf. Die starke Salz- 
saure diirfte wohl eine Quellung der Fasern herbeifiihren. Das Ausbleiben 
der Griinfluoreszenz in stark salzsaurer Lésung ware dann also durch eine 
Stérung der Micellarstruktur der Fasern zu erklairen und nicht durch eine 
Adsorptionsverdrangung. Ubrigens 1JaRt sich auch an _  ausgefiallter, 
~amorpher“ Zellulose eine solche Farbeschwelle Griin/Weiflich erreichen. 

Aus den im Abschnitt C. beschriebenen Versuchen folgt also, da eine 
Adsorptionsverdrangung des von Zellulosefasern zu 
griiner Fluworeszenz gespeicherten Farbstoffes nicht 
moéglich ist. Die Akridinorange-Speicherung zu Griinfluoreszenz wird 
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nur unter extremen Bedingungen verhindert, die wahrscheinlich die 
Micellarstruktur der Zellulose verandern. 


D. Beobachtung der Difluoreszenz. 


Ziegenspeck (1943, 1949) hat uns gelehrt, die Fluoreszenz gefarbter 
Fasern im Polarisationsmikroskop zu untersuchen. Auftreten von polari- 
siertem Fluoreszenzlicht (,.Difluoreszenz*) fiihrt er auf eine durch 
die Micellarstruktur der Fasern ausgerichitete Adsorption der Farbstoff- 
teilchen zuriick. Ich arbeitete mit einer etwas einfacheren Vorrichtung als 
Ziegenspeck (1949), der seine Beobachtungen im Auflichtdunkelfeld 
mit Blaulicht als Erregerstrahlung durchfiihrte. Mir stand an unserem 
Institute die grofe Reichertsche Apparatur Lux UV zur Verfiigung. Ich 
entfernte das zur normalen Beobachtung dienende Mikroskop und ersetzte 
es durch ein Polarisationsmikroskop, dessen Polarisator ich abmontiert 
hatte. Bei herausgeschobenem Analysator entsprach die Vorrichtung genau 
dem normalen Fluoreszenzmikroskop, wurde der Analysator eingeschoben, 
dann lie& sich beim Drehen des Objektes der Wechsel der Fluoreszenz- 
farbe mit geniigender Deutlichkeit beobachten, wenn auch vielleicht nicht 
so brillant wie mit der von Ziegenspeck verwendeten <Auflicht- 
Apparatur. 


Versuch 8 


Rot, gelb und griin fluoreszierende Fasern wurden auf ihre Difluoreszenz 
hin untersucht. Rote Fluoreszenz wurde erreicht durch Farbung von Oxy- 
zellulosefasern (mit NO, oxydierte Watte, vgl. Kinzel 1953b, S. 220) in 





| 
Fluoreszenz bei eingeschobenem Analysator 





Normale Fluoreszenz, 
ohne Nicol-Prisma 
beobachtet 


Objekt parallel zur | Objekt lotrecht zur : 
eC gay SR ie Objekt 
Schwingungsebene Schwingungsebene | 
des Analysators | des Analysators 
stehend stehend 





rot | rot rot | Cnxpediiedhie 
goldgelb griinlichgelb matt orangerot Ramie 
gelb griingelb rotlichbraun Ramie 
griinlichgelb | gelbgriin matt braunlich Waite 
laubgriin laubgriin schwach grau Watte 


der am schwiichsten salzhaltigen Stufe der Akridinorange-CaCl,-Reihe. 
Goldgelbe Tone erhielt ich durch Behandeln von Ramiefasern mit der glei- 
chen Lésung, gelbe Téne durch Behandeln von Ramiefasern mit der am 
starksten salzhaltigen Lésung (0,18 mol CaCl,) der Reihe. Gelbgriine bzw. 
laubgriine Fluoreszenzfarbe schlieBlich war durch langeres bzw. kiirzeres 
Behandeln von Wattefasern und der letztgenannten Lésung zu erreichen. 
(Vgl. Kinzel 1953 b, Versuche 4 und 9.) 


7* 
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Dieser Versuch weist also zunachst nach, daf das ausgestrahlie 
Fluoreszenzlicht der mit Akridinorange gefiarbten 
Fasern aus zwei Komponenten besteht: Einer griinen, 
polarisierten und einer roten, nicht polarisierten. 
Gelbe Fluoreszenz kommt durch eine Mischung dieser beiden Arten von 
Licht zustande und kann mittels des Polarisationsmikroskops in die beiden 
Komponenten zerlegt werden. Eine Deutung dieses Befundes soll im niich- 
sten Abschnitt versucht werden. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die von Strugger (1940) zuerst beschriebene Metachromasie der mit 
Akridinorange fluorochromierten Zellwande gehért heute zum gesicherten 
Bestand der der experimentellen Cytologie zur Verfiigung stehenden Reak- 
tionen. Mit neutralen oder schwach sauren Farbstofflésungen behandelte 
Zellwande fluoreszieren rot, geht man jedoch zu staérker sauren Lésungen 
iiber, dann erreicht man schlieBlich einen Schwellenwert des pH (fiir die 
meisten Zellwande lebender Zellen um pH 3 gelegen), unterhalb dessen die 
Fluoreszenz mehr oder weniger plétzlich nach Griin umsdhlagt. Ein ent- 
sprechender Effekt laRt sich durch Anwendung von Akridinorangelésungen 
erzielen, die wechselnde Konzentrationen eines Neutralsalzes, z. B. CaCl, 
enthalten (Kinzel 1953 b). Lésungen mit hohem Salzgehalt wirken — nur 
der Membranfarbung, nicht der Plasma- und Vakuolenfarbung gegen- 
iiber — wie stark saure, Lésungen mit geringem Salzgehalt wie schwach 
saure Lésungen. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (Versuche 2—5) im Vereine mit 
denen einer schon mehrfach genannten friiheren Arbeit (Kinzel 1953b, 
Versuche 1, 2, 3, 5, 7) zeigen nun, daf die Rot- und die Griinfluoreszenz je 
einer der beiden Hauptkomponenten der nicht inkrustierten pflanzlichen 
Zellwand zukommt: der Zellulose und dem Pektin. Reine Zellulose gibt nur 
griine, héchstens gelbe, niemals aber rote Fluoreszenz. Von Zellulose véllig 
befreite Zellwande, die also zum gréRten Teil aus Pektin bestehen, geben 
nur rote und niemals griine Fluoreszenz. Der Rot-Griin-Effekt der nor- 
malen Zellinwinde kommt also dadurch zustande, da8 in ihnen sowohl 
Zellulose als auch Pektin enthalten sind. Die in bestimmten pH-Stufen auf- 
tretende, meist ziemlich kraftige Rotfluoreszenz iiberdeckt dabei die in allen 
pH-Stufen vorhandene schwache Griinfluoreszenz, welch letztere nur dann 
in Erscheinung tritt, wenn in stark sauren oder salzhaltigen Lésungen die 
Rotfluoreszenz ausbleibt (Abb. 2). 

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit la&t sich weiter schlieRen, 
da es sich bei der roten und griinen Fluoreszenz um zwei voneinander 
unabhiangige Erscheinungen mit wohl definierbaren und unter sich verschie- 
denen Ursachen handelt. Das Zusiandekommen der Rotfluoreszenz 
wurde schon friiher (Kinzel 1953b) geklart. Es sind die in den Zell- 
wanden enthaltenen Carboxylgruppen — seien es die natiirlicherweise in 
den Pektinstoffen enthaltenen, seien es kiinstlich durch Oxydation der 
Zellulose eingefiihrte —, die die Kationen des Farbstoffes in einer soge- 
nannten elektroadsorptiven Bindung speichern. 
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Wenn niamlich die im Micellargeriist eingebauten COOH-Gruppen dissoziieren, 
dann kénnen sich die entstehenden H-Ionen aus elektrostatischen Ursachen nicht 
sehr weit von den unbeweglichen Anionen entfernen. Es wird sich an solchen Ober- 
flichen, in denen Carbo- 
xylgruppen _—_ eingebaut 
sind, ein Schwarm von 





wenig CaCl, viel CaCl, — 





zwar an sich beweg- niedrige cH (neutral) hohe cH ro 


lichen, im ganzen jedoch 
innerhalb einer __ be- _ ————— 


stimmten Zone  festge- lellulose —ES= = |] MM'm 
grine Fl. 


haltenen H-Ionen _bil- +Pektin rote Fluoreszenz 
den. Enthalt die Lé- 
sung, die das Objekt 


umgibt, nun irgend- Zeltwlose UWI 


welche andere Kationen, grine Fluoreszenz 
dann kann die bisher 


durch elektrostatische ‘ 
Krafte verhinderte Dif- Pektin 
fusion vonstatten gehen. 


Es werden H-Ionen in < : : 
die Lisung ebwandern’ Abb. 2. Schema der Fluorochromierung der Zellin- 


oii amilane Wathen te winde und ihrer chemischen Bestandteile mit Akridin- 
tie maaan to orange bei verschiedenen pH-Werten bzw. Salzkon- 


hanes ciiieniieen: on zentrationen der Farblésung. 
’ 


der sie nach Einstellung 

des Gleichgewichtes ebenso gefangen bleiben wie vorher die H’-lonen. Es ist 
dies der gleiche Vorgang, der auch Ionenaustausch oder Austauschadsorption 
genannt wird und der sich mit Hilfe der sog. Austauschzeolithe oder der neuer- 














Abb. 3. Schema des Ionenaustausches an Kolloidteilchen. (Aus Mukherjee und 
Mitarb. 1937, Ausschnitt aus Fig. 7.) 


dings industriell hergestellten Ionenaustauscher aus Kunstharz auch in technischem 
MaRstabe durchfiihren la&t. 

Da& es sich bei der Speicherung basischer Farbstoffe an pflanzlichen Zell- 
wanden um einen Ionenaustausch handelt, hat bereits C za ja (1934, S 555 ff.) durch 
eingehende Untersuchungen nachgewiesen. (Dort auch altere Literatur.) Der Mecha- 
nismus des Ionenaustausches wurde schon vor Jahren von Mukherjee und 
Mitarb. (1937) klar formuliert, aus deren Arbeit die Abb. 3 entnommen ist. Die 
inneren Kreise stellen die Kolloidteilchen dar, die 4uBeren die Grenze der Zone, in 
der die abdissoziierten H’-Ionen aus elektrostatischen Griinden gefangen sind (der 
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sog. elektrischen Doppelschicht). Wird nun ein Salz (MCI) zugesetzt, dann kénnen 
dessen Kationen an die Stelle der H’-Ionen in der Doppelschicht treten. In der 
Lésung befinden sich dann freie H’-Ionen und die mit dem Salz zugesetzten 
Anionen. Dieses Modell 1a&t sich ohne Schwierigkeit auf die Farbstoffe iibertragen. 
M’ bedeutet dann die Farbstoffkationen, die an Grenzfliichen, die COOH-Gruppen 
enthalten, gegen die durch Dissoziation entstandenen H’-Ionen ausgetauscht werden. 


Bei dieser Elektro- oder Austauschadsorption werden nun die Kationen 
des Akridinorange in einen Zustand versetzt, in dem sie rot fluoreszieren. 
Schon Strugger (1940) wies darauf hin, da diese Fluoreszenzfarbe mit 
der hohen Konzentration des in der Membran gespeicherten Farbstoffes im 
Zusammenhang steht. Auch wasserige Lésungen des Farbstoffes fluoreszie- 
ren bei geniigend hoher Konzentration rot. Zanker (1952) hat nun in 
einer eingehenden spektralanalytischen Untersuchung das Wesen des Kon- 
zentrationseffektes geklart. Es handelt sich, wie schon auf Grund der Arbei- 
ten Scheibes (vgl. Scheibe 1948) vermutet worden war (Héfler 
u. Pecksieder 1947, S. 108), um eine reversible Ionenaggregation. Die 
Einzelionen des Akridinorange, die in stark verdiinnten Lésungen allein 
vorhanden sind, leuchten griin. Bei zunehmender Konzentration der Lésung 
lagern sich die Einzelionen in immer starkerem Mafe zu Doppelionen 
(Dimeren), vielleicht auch noch zu héheren Aggregaten zusammen. Diesen 
Aggregaten kommt nun die bekannte rote Fluoreszenz zu. 

Ein interessantes Ergebnis der vorliegenden Arbeit besteht nun in der 
Beobachtung, da der Struggersche Konzentrationseffekt bei einer 
elektroadsorptiven Bindung des Farbstoffes ausgeschaltet zu werden scheint. 
Das adsorbierte Akridinorange-Ion leuchtet immer rot, wie klein auch seine 
Konzentration sein mége. Offenbar bringt es der Adsorptionsvorgang mit 
sich, daf die in unmittelbarer Nahe der Carboxylgruppen festgehaltenen 
Farbstoffionen einander viel naiher gebracht werden, als es ihrer auf das 
Gesamtvolumen der Zellwandsubstanz bezogenen Konzentration in der 
Membran entspricht. So kann wohl schon bei absolut kleinen Farbstoff- 
konzentrationen in der Zellwand unmittelbar an den adsorbierenden Ober- 
flichen eine Bildung der rot leuchtenden Doppelionen erfolgen. Jedenfalls 
zeigen die Versuche 2 bis 6 der vorliegenden Arbeit, daB bei wirklich zellu- 
losefreien Objekten auf die in schwach salzhaltigen Lésungen zu beob- 
achtende kraftige Rotfluoreszenz in den starker salzhaltigen Lésungen eine 
ganz schwache, dunkle rote Fluoreszenz folgt, die schlieBlich in noch stir- 
ker salzhaltigen Lésungen vollig verschwindet. Eben diese Tatsache — dab 
naimlich der zur Rotfluoreszenz gespeicherte Farbstoff sich durch Neuiral- 
salz restlos verdrangen laRt — ist der augenfalligste Beweis dafiir, daf 
diese Art der Speicherung rein elektroadsorptiver Natur ist. 

Die Griinfluoreszenz zellulosehaltiger Zellwande nach Farbung 
mit Akridinorange ist hingegen von anderer Natur. Dies geht schon aus 
der Art der Substanzen hervor, die diese Griinfluoreszenz zeigen kénnen: 
Es sind dies die Starke und die Zellulose (und wahrscheinlich auch das 
Chitin). Beide haben einen orientierten Micellarbau und sind darum dop- 
pelbrechend, beide haben die Fahigkeit, mit Jodreagenzien unter gewissen 
Umstianden blaue bzw. violette Farbungen zu geben. Andere Membran- 
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stoffe, die diese Eigenschaften nicht besitzen, wie die beim Herauslésen 
der Zellulose aus nativen Zellwanden zuriickbleibenden Pektinstoffe oder 
aber die Gallerthiillen von Algen, geben auch keine Griinfluoreszenz mit 
Akridinorange, wohl aber, da sie Carboxylgruppen enthalten, die Rot- 
fluoreszenz der elektroadsorptiven Akridinorangespeicherung. 

Die im Abschnitt C beschriebenen Versuche zeigen zunachst mit beson- 
derer Deutlichkeit die ja schon friiher bekannte Tatsache, da® der zur 
Griinfluoreszenz gespeicherte Farbstoff bedeutend fester gebunden ist als 
die elektroadsorptiv gebundenen, rot fluoreszierenden Kationen. Wahrend 
sich diese durch eine saure Pufferlésung oder durch mafige Konzentra- 
tionen an einem Neuiralsalz ganz leicht verdrangen lassen, ist dies bei dem 
zur Griinfluoreszenz gebundenen Farbstoff nicht der Fall?. Diese Art der 
Speicherung kommt auch in stark sauren oder salzhaltigen Lésungen zu- 
stande. Erst unter extremen Bedingungen andert sich das Farbebild, nam- 
lich einerseits in sehr starker Mineralsadure, die wohl die Micellarstruktur 
der Zellwand verandert (Salzsiureversuche im Abschnitt C), anderseits z. B. 
in auRergewohniich starker CaCl,-Lésung, die scheinbar den Farbstoff zur 
Bildung von rot fluoreszierenden Aggregaten veranlaBt (Kinzel 1953b, 
Versuch 6). Unter normalen Verhialtnissen jedoch ist die Griinfluoreszenz 
pH-unabhangig und salzfest. 

Welcher Mechanismus kommt nun fiir diese Art der Farbstoffspeiche- 
rung in Frage? Es muff in diesem Zusammenhange betont werden, daB es 
sich wirklich um eine Speicherung und nicht etwa nur — wie Strugger 
seinerzeit (1940) annahm — um eine Imbibition der Zellwand mit der Farb- 
lésung handelt. Dies wurde dadurch nachgewiesen, daB die Objekte nach 
der Farbung nicht in eine farblose Lésung eingebettet wurden, sondern 
direkt in der Farblésung unter das Fluoreszenzmikroskop kamen. Dabei 
hob sich die mehr oder weniger starke griine Fluoreszenz der Zellwande 
stets gut von dem (zwischen Objekttrager und Deckglas) ganz schwachen, 
griinlichen Schimmer der Lésung ab, was bei einer bloRen Imbibition nicht 
der Fall sein kénnte. Die Absolutkonzentration des zur Griinfluoreszenz 
gespeicherten Farbstoffes in der Zellwand ist natiirlich, wie schon das 
makroskopische Bild zeigt, wesentlich geringer als die des zur Rotfluoreszenz 
gespeicherten, elektroadsorptiv gebundenen Farbstoffes. Sie muf aber, wie 
dargelegt, doch deutlich iiber der Farbstoffkonzentration in der Lésung 
liegen. 

Welche Bindungsméglichkeiten stehen nun einem Farbstoffion oder 
-Molekiil an der Zellwand aufer der Elektroadsorption noch zur Verfii- 
gung? Die auferordentlich feste Bindung des zur Griinfluoreszenz gespei- 
cherten Farbstoffes lie&e etwa an die Entstehung einer chemischen Verbin- 
dung zwischen Farbstoff und einem Zellwandbestandteil denken. Aber auch 
reine Zellulose (Wattefasern) gibt Griinfluoreszenz mit Akridinorange — 
und bei dieser ist ja ihrer Konstitution nach eine chemische Bindung basischer. 


2 Diese Regel gilt scheinbar auch fiir andere Objekte mit anderem Bindungs- 
mechanismus, wie dies etwa fiir den Zell kern von H6fler, Tothund Luhan 
(1949) dargelegt wurde. 
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Farbstoffe ausgeschlossen. So bleibt als dritte Méglichkeit nur die Annahme, 
daR das Haften des Farbstoffes an der Faser auf einem Mechanismus be- 
ruht, der irgendwie mit dem Micellarbau des Substrates zusammenhianegt. 
Eine starke Stiitze erhalt diese Ansicht durch den experimentellen Befund, 
da das griine Fluoreszenzlicht linear polarisiert ist 
(Versuch 8). Nach Ziegenspeck bedeutet dies, da die in der Faser 
enthaltenen Farbstoffteilchen durch die Micellarstruktur auisgerichtet sind 
und untereinander mehr oder weniger streng parallel liegen, so wie dies 
etwa bei den sogenannten substantiven Farbstoffen der Fall ist. Schon 
Ziegenspeck auferte einige Vermutungen dariiber, auf welche Art und 
Weise denn nun im speziellen bei diesem Farbemechanismus die Farbstoff- 
teilchen vom Substrat festgehalten werden. (Vgl. Ziegenspeck 1941, 
Abb. 3, S. 248.) Frey-Wyssling (1937) sowie Kratky und SchoR- 
berger (1938) lagerten in Zellulosefasern Kristallite aus Edelmetall ein, 
die sie durch Reduktion enisprechender Salze innerhalb der Faser erhielien. 
Die GréRe und Lage dieser Kristallchen lief sich polarisationsoptisch und 
réntgenographisch feststellen. Es handelt sich um langliche Teilchen von 
10 bis 100A Dicke, die parallel zur Fasertextur ausgerichtet sind. Die 
Autoren schlieBen daraus, daff die Faser entsprechend dimensionierte und 
gelagerte Hohlraume enthalt. (Vgl. dazu auch Meyer und Mark 1950, 
S. 384.) Neuere Arbeiten (Cramer 1952, 1954 und die dort zit. Lit.) ver- 
treten die Ansicht, da in solche Hohlriume, die in vielen makromoleku- 
laren, aber auch in manchen kleinmolekularen Stoffen vorkommen, Fremd- 
molekiile aufgenommen und festgehalten werden kénnen. Dieses Festhalten 
geschieht hier nicht durch Betiatigung von chemischen Valenzen im eigent- 
lichen Sinne, sondern hauptsachlich durch das raumliche Zueinanderpassen 
von Wirtmolekiil und Gastmolekiil. Durch Annahme solcher ,,EinschluR- 
verbindungen“ versucht man z. B. die Jodreaktionen der Starke und Zellu- 
lose zu erklaren. Ferner berichtet Staudinger (1952), da Zellulose, die 
mit Cyclohexan durchtrinkt worden war, diesen Kohlenwasserstoff bei 
0.4mm Vakuum und 100° Temperatur nicht restlos wieder abgibt. Ein klei- 
ner Teil bleibt zuriick, zwischen die Fadenmolekeln der Cellulosen in- 
cludiert, also rein mechanisch eingeklemmt* (I. c. S. 152). Die Abb. 4 und 5 
— entnommen aus dem Buche von Me yer und Mark — veranschaulichen 
den submikroskopischen Bau der Zellulosemembran. Abb. 4 stellt einen 
Langsschnitt durch ein einzelnes Micell, Abb. 5 einen Querschnitt durch 
mehrere Micelle dar. Man erkennt deutlich, da es Spaltensysteme von 
zweierlei GréRenordnung gibt: Innerhalb jedes einzelnen Micells existieren 
sehr schmale und lange Spalten (auf Abb. 4 sichtbar), wahrend zwischen 
den einzelnen Micellen langliche Hohlraume von bedeutend gréferen Di- 
mensionen vorhanden sind (auf Abb. 5 im Querschnitt zu sehen). Dem ent- 
spricht auch die Tatsache, dak Frey-Wyssling (1937) aus réntgeno- 
graphischen und anderen Daten auf die Existenz von Hohlraumen in der 
GréRenordnung von etwa 10A und solchen von etwa 100 A Durchmesser 
schlieRt (obwohl in der zitierten Arbeit die Méglichkeit eines gleitenden 
Uberganges zwischen Hohlraiumen dieser beiden GréRenordnungen offen- 
gelassen wird). 
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Es ist nun durchaus wahrscheinlich, da® auch das Akridinorange ent- 
weder in den ganz feinen, intramicellaren Spalten oder in den spitz aus- 
keilenden Enden der gréReren, intermicellaren Hohlraume mechanisch ein- 
geklemmt und festgehalten wird. (Daneben migen freilich noch Wasser- 
stoffbriicken oder andere Nebenvalenzkrafte an dem Vorgang beteiligt sein.) 
Diese Hypothese erklart sowohl die Tatsache, daf der zur Griinfluoreszenz 
gespeicherte Farbstoff durch keine Reagenzien — soweit sie nicht die 








Abb. 4. Schematischer Langsschnitt durch ein Zellulose-Micell. (Aus Meyer und 
Mark, Makromolekulare Chemie, 2, Aufl., Fig. 120.) 


Micellarstruktur verandern — aus der Zellwand verdrangt werden kann 
(ein mechanisches Festhaften kann natiirlich durch chemische Mittel nicht 
gelést werden) als auch die Ausrichtung der Farbstoffteilchen (die zur Ver- 
fiigung stehenden Spaltensysteme sind ja selbst durch die Micellarstruktur 
parallel gerichtet). 

Schon oben wurde angedeutet, daf der hier skizzierte Farbemechanismus 
eine Ahnlichkeit mit der sogenannten Substantivfarbung besitzt. 
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Abb. 5. Schematischer Querschnitt durch eine Anzahl von Zellulosemicellen. (Aus 
Meyer und Mark, Makromolekulare Chemie, 2. Aufl., Fig. 122.) 


Die letztere ist allerdings von dem in Rede stehenden Phanomen dadurch 
unterschieden, daff bei ihr recht bedeutende Mengen der betreffenden Farb- 
stoffe an der Faser haften bleiben, so da die industrielle Farberei im- 
stande ist, auf diesem Wege tadellose Ausfarbungen von Textilprodukten 
zu erzielen. Dagegen enthalten die nach Verdrangung des elektroadsorptiv 
gebundenen Akridinorange griin fluoreszierenden Zellwande nur einen 
auRerst geringen Rest des Farbstoffes, der bei makroskopischer Betrachtung 
kaum, im Hellfeldmikroskop oft gar nicht in Erscheinung tritt. Nur im 
Fluoreszenzmikroskop wird auch dieser geringe Farbstoffgehalt deutlich 
sichtbar. 
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Zur Deutung dieses Sachverhaltes ist zu bedenken, daff die substantiven 
Farbstoffe im eigentlichen Sinne zumeist langgestreckte und aufergewohn- 
lich grofe Molekiile besitzen (vgl. die Formelbilder in Karrer 1950, 
S. 541 f.), die sich itiberdies noch zu kolloidalen Partikeln zusammenzulagern 
pflegen. Vielleicht steht nun diesen relativ groRen Teilchen das reich aus- 
gebildete intermicellare Hohlraumsystem zur Verfiigung (vgl. Abb. 5), 
wihrend die im Vergleich dazu recht kleinen lonen des Akridinorange und, 
wie weiter unten gezeigt werden soll, auch anderer molekulardisperser 
Farbstoffe wohl nur in den spiarlichen intramicellaren Spalten oder in den 
spitz auskeilenden Enden der gréReren Spaltensysteme eingeklemmt wer- 
den kénnen. So mag denn der bekannten substantiven Vollfiar- 
bung das besprochene Phanomen als substantive Restfarbung 
an die Seite gestellt werden. 

Die dargelegten Annahmen erkliren auch die Tatsache, daB die sub- 
stantive Restfarbung bei Akridinorange nur zur Griinfluoreszenz fiihrt. 
Wenn niamlich die rote Fluoreszenz konzentrierter Akridinorangelésungen 
auf einer Ionenassoziation beruht, bei der sich die tafelférmigen Farbstoff- 
ionen mit ihren Breiiseiten aneinanderlegen (Zanker 1952), dann kann 
es unter den Bedingungen der substantiven Restfarbung gar nicht zur Rot- 
fluoreszenz kommen. Wenn namlich eine intermicellare Spalte so eng ist, 
daf sie ein Akridinorange-lon einklemmen kann, dann ist natiirlich da- 
neben kein Platz fiir ein zweites Ion. Daher erscheint hier die griine 
Fluoreszenz der Einzelionen. Die elektroadsorptiv gebundenen Ionen hin- 
gegen, die an keine Spaltensysteme, sondern nur an eine COOH-Gruppen- 
haltige Oberflache gebunden sind, werden in ihrer Polymerisation nicht nur 
nicht gehindert, sondern durch die Anreicherung an der Oberflache sogar 
geférdert, so da in diesem Falle die rote Fluoreszenz der lonenassoziate 
in Erscheinung tritt. Das Fluoreszenzlicht ist hier nicht polarisiert, wahr- 
scheinlich deshalb, weil an der freien Oberflache eine statistische Anord- 
nung der Ionenassoziate stattfindet. 

In aller Kiirze sei noch auf die 6fters in der Literatur beschriebenen 
gelben Fluoreszenzfarben eingegangen, die manche Objekte 
unter bestimmten Bedingungen mit Akridinorange geben. Soweit die gelb 
fluoreszierenden Zellenteile innerhalb des Protoplasten liegen — wie die 
von Héfler (1947 b, S.595) beschriebenen .akridinogilbenden Zellsafte* 
nekrotischer Mooszellen oder die von Flasch und Kinzel (1954) auf- 
gefundenen Inhaltskérper von Buxus —, ist eine Deutung der Fluoreszenz- 
farbe noch nicht méglich. Auch die von Hartel (1951, S. 342) beschriebe- 
nen, bei pH 2,5 grell gelb leuchtenden Zellwande von Pirola-Epidermen 
sind wohl ein vorlaufig noch nicht durchschaubares Phanomen und auch 
wegen der Salzfestigkeit der Farbung eine Ausnahme. In allen jenen Fallen 
jedoch, in denen die gelbe Fluoreszenz im Bereiche des EP einer Zellwand 
als Ubergang zwischen der Griinfluoreszenz der substantiven Restfarbung 
und dem roten Leuchten der elektroadsorptiven Farbung auftritt — wie 
z. B. bei den chitinhaltigen Zellwinden von Pilzen (Héfler und Peck- 
sieder 1947) oder bei Textilfasern (Kinzel 1953b) —, ist es bereits 
moglich, Vermutungen iiber das Zustandekommen des gelben Leuchtens zu 
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auRern. Zanker (1952) stellte in seinen spektralphotometrischen Messun- 
gen fest, da die gelbe Ubergangszone, die man an wisserigen Lésungen 
zwischen der Griinfluoreszenz der verdiinnten und der Rotfluoreszenz der 
konzentrierten Lésungen wahrnimmt, nicht durch eine kontinuierliche Ver- 
schiebung von Spektralbanden zustande kommt, sondern durch eine Uber- 
lagerungserscheinung. An solchen Liésungen, in denen die immer griin 
fluoreszierenden Einzelionen des Farbstoffes und die stets rot leuchtenden 
Doppelionen in einem geeigneten Mischungsverhiltnis vorhanden sind, 
nimmt das unbewaffnete Auge einen aus der Uberlagerung von griinem 
und rotem Fluoreszenzlicht resultierenden gelben Farbton wahr. In Ver- 
such 8 der vorliegenden Arbeit wird nun bei polarisationsoptischer Betrach- 
tung des gelben Fluoreszenzlichtes ebenfalls die Tatsache deutlich, daB® das 
gelbe Licht aus einer griinen (hier polarisierten) und einer roten Kompo- 
nente besteht. Dieser Befund fiihrte mich zu der Vermutung, daf die gelbe 
Fluoreszenz im Ubergangsbereich dort auftreten kénnte, wo in Zellwanden 
mit ausgepragter, dichter Micellierung nur relativ wenige Carboxylgruppen 
enthalien sind. Dadurch wiirde die in diesem Falle starke Griinfluoreszenz 
der substantiven Restfarbung von der relativ schwachen Rotkomponente 
nicht gleich véllig iiberdeckt werden kénnen, so daft infolge Uberlagerung 
der beiden Arten von Licht die gelben Téne entstehen. Bei weiterem Vor- 
riicken in der pH-Skala wird dann entweder der elektroadsorptiv gebun- 
dene Anteil des Farbstoffes und damit die rote Komponente des Fluores- 
zenzlichtes schlieRlich doch so stark, daf& das resultierende Fluoreszenzlicht 
einen roten Farbton erhalt, oder aber — bei Zellwanden, die besonders arm 
an COOH-Gruppen sind (Watte!) — die Rotkomponente des Fluoreszenz- 
lichtes wird auch unter optimalen Farbebedingungen nie der Griinfluores- 
zenz iiberlegen: Dann geben die betreffenden Objekte auch in neutraler 
Lésung bzw. in reinem Wasser nur gelbe und niemals rote Fluoreszenz mit 
Akridinorange (Kinzel 1953 b, Versuch 9). Bei den lockerer micellierten 
Zellwanden saftiger Gewebe hingegen, die zumeist reichlich Pektin und 
damit viele Carboxylgruppen enthalten, wiirde das sehr schwache griine 
Leuchten der substantiven Restfarbung von der starken Rotfluoreszenz der 
elektroadsorptiv gebundenen Farbionen gleich nach ihrem Auftreten vollig 
iiberdeckt, so da keine Ubergangszone in Erscheinung tritt. Durch die vor- 
liegenden Untersuchungen wird also die bereits von Héfler und Peck- 
sieder (1947, S. 109 und 113) geauRerte Vermutung bedeutend erhiariet, 
wonach die gelbe Fluoreszenz der Pilzzellwande dadurch verursacht sei, 
daft sie dichter gebaut seien und weniger Adsorptionspunkte enthielten als 
die normalen Zellulosemembranen. 

Ubrigens ist Akridinorange nicht der einzige Farbstoff, der der Zellwand 
gegeniiber in zwei voneinander unabhiangigen Farbemechanismen reagieren 
kann. Sehr viele basische Farbstoffe diirften zu einem ahnlichen Verhalten 
fihig sein. Zwar spricht der Augenschein zundchst gegen eine solche An- 
nahme. Bestimmt man namlich mit einem Hellfeldfarbstoff den Entladungs- 
punkt einer Zellwand, dann gibt sich dieser Punkt nicht durch eine Um- 
firbung, sondern durch eine Entfarbung der Membran zu erkennen. Es 
scheint hier nur die Alternative ,,.Farbstoffspeicherung oder keine Farb- 
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stoffspeicherung~ zu geben, wahrend zunadhst nichts auf das Vorhandensein 
von zwei verschiedenen Fiarbemechanismen hindeutet. Doch hat jiingst 
Patel (1951) griindliche Untersuchungen iiber die Adsorption von Methy- 
lenblau an Ramie und Oxyzellulose veréffentlicht, deren Resultate mit den 
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ausgezeichnet iibereinstimmen. Auch 
Pate! kommt zu dem Ergebnis, daf Zellulose mit einem geringen Gehalt 
an Carboxylgruppen den Farbstoff gerichtet adsorbiert, und zwar werden 
einzelne Molekiile des Farbstoffes — die in ihrer flach-lainglichen Gestalt 
denen des Akridinorange sehr ahnlich sind — mit ihrer Langsachse parallel 
zur Achse der Faser festgelegt. Bei Oxyzellulose aber, die mehr Methylen- 
blau speichert, treten Veranderungen der Lichtabsorption des adsorbierten 
Farbstoffes auf, die darauf schlieBen lassen, daB eine Assoziation der Farb- 
stoffionen stattfindet. Patels Kurven weisen auBerdem darauf hin, da 
diese Assoziate kaum orientiert sind *. Wir finden also hier die gleichen 
Erscheinungen wieder, wie sie oben fiir das Akridinorange beschrieben 
wurden. Der grofe Unterschied zwischen Methylenblau und Akridinorange 
besteht aber nun darin, daff bei letzterem der Ubergang der monomeren 
in die polymere (bzw. dimere) Form den grofen Sprung in der Fluoreszenz- 
farbe von Griin nach Rot auslést, wahrend derselbe Ubergang bei ersterem 
nur eine recht geringe Verschiebung der Lichtabsorption zur Folge hat. Der 
monomeren Form des Methylenblau entspricht die sogenannte M-Bande 
von 656,5 mu Wellenlange, der dimeren Form die sogenannte D-Bande mit 
600mu (Rabinowitch und Epstein 1941). Es tritt also nur eine 
geringfiigige Farbverschiebung von Blau nach Violett ein. P at'e1 bendtigte 
sehr komplizierte Apparaturen, um die monomere und die dimere Form des 
adsorbierten Farbstoffes exakt auseinanderzuhalten, wahrend bei der Be- 
trachtung eines mit Akridinorange gefarbten Praparates der brillante Farb- 
wechsel auch dem Ungeiibten sofort ins Auge fallt. Immerhin ist z. B. be- 
kannt, daf sich die locker micellierten, pektinreichen Zellwande weicher, 
saftiger Gewebe bei elektroadsorptiver Farbung mit Methylenblau oft in 
violettem Farbtone tingieren, der wohl auf die polymere Form des Farb- 
stoffes zuriickgeht und der roten Fluoreszenz der polymeren, elektroadsorp- 
tiv gebundenen Akridinorange-lonen entspricht. Dicht micellierte Pflanzen- 
fasern, Watte, Filterpapier farben sich hingegen mit Methylenblau im 
orthochromatischen, rein blauen Tone, der durch die substantiv festgehal- 
tenen Einzelmolekiile des Farbstoffes bedingt wird und der Griinfluoreszenz 
des in analoger Weise festgehaltenen Akridinorange entspricht. Die sub- 
stantive Restfarbung lat sich im Hellfeld nur an Objekten vom Typus der 
Textilfasern demonstrieren, die eine immerhin merkliche Menge des Farb- 
stoffes saurefest zuriickhalten kénnen. Aber auch dann erscheinen diese 


3 Aus Fig. 5 und 6 der zitierten Arbeit ist naémlich deutlich zu ersehen, daf die 
der monomeren Form des Methylenblau zugeordnete M-Bande (656,5 mz) nur dann 
in Erscheinung tritt, wenn der Absorptionskoeffizient parallel zur Faserachse be- 
trachtet wird. In der lotrecht zur Faserachse aufgenommenen Absorptionskurve 
tritt die M-Bande kaum in Erscheinung. Die den assoziierten Ionen zugeordnete 
D-Bande (600 mz) hingegen wird durch einen solchen Wechsel in der Betrachtungs- 
richtung nur wenig beeinfluft (u. zw. eher in umgekehriem Sinne). 
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Fasern nur in gréferer Menge, makroskopisch betrachtet, deutlich gefarbt. 
Im Mikroskop hingegen wird man im Hellfeld den substantiv zuriick- 
gehaltenen Farbstoffrest am Fasern leicht, an lockerer micellierten Zell- 
wanden sicher iibersehen. Bei letzteren ist es nur mit Fluorochromen unter 
dem Fluoreszenzmikroskop méglich, den auferst geringen, substantiv fest- 
gehaltenen Farbstoffrest nachzuweisen. 

Aus allen diesen Griinden ist auch im Hellfeld die Messung des Ent- 
ladungspunktes von Zellmembranen nicht so exakt durchzufiihren wie mit 
Hilfe von Akridinorange im UV-Licht. Handelt es sich um sehr locker 
micellierte, pektinreiche Zellwande, bei denen die substantive Restfarbung 
im Hellfeld nicht in Erscheinung tritt, dann laRt sich wohl der Entladungs- 
punkt als Schwelle gefiarbt-farblos in der pH- oder Salzreihe festlegen. 
wie dies z. B. bei Drawert (1937) fiir Membranen fixierter Zellen und 
bei Kinzel (1953) fiir Algen-Gallerten beschrieben ist. Je dichter mi- 
celliert aber eine Zellwand ist, je starker also die substantive Restfarbung 
auch im Hellfeld sichtbar wird, desto unsicherer werden die EP-Bestim- 
mungen. Im Extremfall der Textilfasern ist schlieflich entlang der pH- 
oder Salzreihe im Hellfeld nur mehr ein allmahlicher Ubergang von starke- 
rer zu schwacherer Farbung zu bemerken. Der geringe Unterschied im 
Farbton — die starker gefarbten Fasern miiRten mehr violett, die schwacher 
gefarbten mehr blau sein — ist ohne spezielle optische Hilfsmittel nicht zu 
erkennen. Mit Akridinorange behandelte Fasern hingegen zeigen unter den 
gleichen Bedingungen im Fluoreszenzmikroskop den brillanten Farbiiber- 
gang von Rot iiber Gelb nach Griin, der auch unter diesen Umstanden oft 
noch eine einigermafen sichere Festlegung eines Entladungspunktes oder 
-bereiches méglich macht. Diese Befunde bringen also eine neue Bestatigung 
bzw. eine physikochemische Interpretation der schon bekannten Tatsache, 
daf bei der vitalfarberischen Untersuchung der Zellmembran (und wohl 
auch noch anderer Zellenteile) dank der giinstigen Eigenschaften des 
Akridinorange die fluoreszenzoptische Methode der Untersuchung im Hell- 
feld bei weitem iiberlegen ist. 

Es sei jedoch abschlieRend nochmals betont, da alle diese Uberlegungen 
nur fiir ,,Zellinwande* im Sinne von Schwarz (1924) gelten. Verholzte, 
verkorkte oder sonstwie inkrustierte Zellwande wurden nicht in den Kreis 
der Betrachtungen gezogen. Nur die von Héfler und Pecksieder 
(1947) untersuchten chitinhaltigen Zellwande von Pilzen scheinen sich in 
ihrem Verhalten den Zellinwanden anzuschlieBen. 


Zusammenfassung 


1. Die vollstandige Entfernung der Zellulose aus ,,Zellinwanden“ im 
Sinne von Schwarz (1924) — aus solchen Zellwanden also, die nur aus 
Stoffen der Zellulosegruppe und der Pektingruppe bestehen — mit Hilfe 
von Cuoxam (Kupferoxydammoniak) dauert je nach dem physikalischen 
und chemischen Bau der betreffenden Membranen verschieden lange, zu- 
meist einige Tage bis Wochen, manchmal auch mehrere Monaite. 

2. Wirklih zellulosefreie Membransubstanzen geben 
mit Akridinorange nur rote und niemals griine Fluo- 
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reszenz — und zwar sowohl die auf chemischem Wege von Zellulose 
befreiten Zellinwinde als auch eine Algengallerte, die von vornherein keine 
Zellulose enthalt. In dem Bereich, in dem an nativen Zellinwanden griine 
Fluoreszenz erscheint, bleibt an zellulosefreien Objekten jede Fluores- 
zenz aus. 

3. Griine Fluoreszenz mit Akridinorange wird aufer von ze1] u- 
losehaltigen Membranen noch von umgefallter Zellulose und 
von Starke gegeben, von Objekten also, die simtlich mit Jodreagenzien 
blaue bis violette Farbungen zu geben imstande sind und zumeist auch 
Doppelbrechung zeigen. 

4. Die Griinfluoreszenz beruht nicht auf einer Imbibition der Membran 
mit der Farblésung, sondern der Farbstoff wird von der Zellulosekompo- 
nente wirklich gebunden. Eine Verdrangung des so festgelegten Farbstoffes 
ist weder mit einem mehrwertigen Kation noch mit einem stark oberflachen- 
aktiven Kation méglich. 

5. Fasern, die nach Behandlung mit Akridinorange gr iin fluoreszieren, 
zeigen bei Betrachtung durch ein Nicol-Prisma die Erscheinung der 
»Difluoreszenz* (Ziegenspeck 1949), rot fluoreszierende Fasern 
nicht. Dies deutet darauf hin, da die griin fluoreszierenden 
Farbteilchen parallel zur Fasertextur ausgerichtet 
sind, die rot fluoreszierenden nicht. Die gelbe Fluoreszenz, die zuweilen im 
Ubergangsbereich zwischen Griin und Rot auftritt, la&t sich polarisations- 
optisch in eine griine, polarisierte und eine rote, nicht polarisierte Kom- 
ponente zerlegen. 

6. Auf Grund dieser Befunde wird angenommen, daf diejenige Ein- 
lagerung von Akridinorange in Zellinwande, die zur Griinfluores- 
zenz fiihrt, auf einem der Substantivfarbung nahestehenden Mechanismus 
beruht, bei dem die Farbionen in entsprechend dimensionierten I nt e r- 
micellarraumen der Zellulosekomponente mecha- 
nisch festgeklemmt, inkludiert (oder jedenfalls nicht durch 
Ionen- oder sonstige Hauptvalenzbindung festgehalten) werden. Ein sol- 
cher Farbemechanismus wird aus Griinden, die auf S. 89 f. niher angefiihrt 
sind, als substantive Restfarbung bezeichnet und so von der 
substantiven Vollfarbung der substantiven Farbstoffe im engeren Sinne 
unterschieden. 

7. Der von Strugger (1940) zuerst beschriebene Griin-Rot-Effekt der 
mit Akridinorange fluorochromierten pflanzlichen Zellwand erweist sich 
also aus zwei typischen ,.Zustandsreaktionen“ im Sinne von 
Kinzel (1953a, S. 28) zusammengesetzt. Ein griines Fluoreszenz- 
licht, das sich unter dem Nicol-Prisma als polarisiert erweist, deutet auf 
einen bestimmten Micellarbau des Objektes hin, der auf Grund von 
langgestreckten intra- oder intermicellaren Hohlriumen eine gerichiete 
Inklusion von Farbstoffionen erméglicht. Zellulose, Chitin und Starke be- 
sitzen einen solchen Micellarbau, Pektin und Algen-Gallerte nicht. Die 
beiden letztgenannten Objekte geben daher niemals Griinfluoreszenz mit 
Akridinorange. Rote Fluoreszenz hingegen lat auf einen Gehalt 
des Objektes an dissoziierten sauren Gruppen schlieRen. Bei 
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Zellinwainden von Bliitenpflanzen kommen dabei wohl nur COOH-Grup- 
pen in Frage, bei Algen auch SO,H-Gruppen. Die Farbspeicherung geht 
hier nach dem Mechanismus der Elektroadsorption (in der Chemie meist 
Ionenaustausch genannt) vor sich, wobei infolge der Konzentrationserhé- 
hung in der adsorbierenden Grenzflache eine Assoziation der Farbstoff- 
ionen zu rot leuchtenden Dimeren stattfindet. In stark saurer oder salz- 
haltiger Lésung wird die Dissoziation der sauren Gruppen oder ihrer Salze 
zuriickgedrangt. In diesem Zustande ist eine Elektroadsorption nicht mehr 
moglich. 

8. Es wird die Vermutung ausgesprochen, da die an manchen Objekten 
in einigen Stufen der pH- oder Salzreihe zwischen Griin- und Rotfluores- 
zenz auftretende gelbe Fluoreszenz (Hoéfler u. Pecksieder 1947, 
Hoéfler 1947b) auf einer Uberlagerungserscheinung beruhe. Wenn naim- 
lich ein sehr dicht micelliertes Objekt relativ wenige saure Gruppen ent- 
halt, dann kann vielleicht die griine Fluoreszenz des hier in reichlicherem 
Make substantiv gebundenen Farbstoffes so stark werden, daf sie von der 
roten Fluoreszenz der elektroadsorptiv gebundenen Farbionen nicht gleich 
nach deren Auftreten iiberdeckt wird, sondern durch Uberlagerung mit der- 
selben einen gelben Farbton ergibt, wie er ja auch in einem bestimmien 
Konzentrationsbereich der wasserigen Lésung aus dem gleichen Grunde 
auftritt. 

9. Die substantive Restfarbung ist nicht auf das Akridinorange be- 
schrankt. Auch andere basische Farbstoffe scheinen ahnlich reagieren zu 
kénnen (vgl. Patel 1951). Die auf Grund dieses Mechanismus festgehal- 
tenen Farbstoffmengen sind jedoch oft so gering, da sie nur bei Fluoro- 
chromen im UV-Licht sicher nachzuweisen sind, bei Hellfeldfarbstoffen 
aber leicht iibersehen werden kénnen. 
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Nach Schimper (1885) ist die Plastiden-Differenzierung ein rever- 
sibler Prozef{, denn er schreibt auf Seite 3 seiner klassischen Arbeit: 

Diese Metamorphosen werden nicht blo& einmal durchgemacht, son- 
dern das gleiche Chromatophor vermag verschiedene Male nacheinander 
abwechselnd zu einem Chloroplasten, Leukoplasten oder Chromoplasien 
zu werden; die Chromoplastenform stellt zwar in den meisten Fallen eine 
definierte, nicht mehr riickgangig zu machende Metamorphose dar; es fehlt 
aber nicht an Ausnahmen von dieser Regel, an Fallen, wo ein Chromoplast 
wieder zu einem Chloroplasten, wohl auch einem Leukoplasten werden 
kann, um sich spater wieder zu einem Chromoplasten umzuwandeln.* 

Schematisch kann dies folgendermafen dargestellt werden: 


Chloroplasten 


ergriinen 
vergilben 


Kors Sv 
Chromoplasten 


Die Auffassung der beliebig haufigen und in beliebiger Richtung er- 
folgenden Plastidenumwandlung ist zur allgemeinen Lehrmeinung ge- 
worden. Sie wurde spater sogar noch erweitert, indem die Riickverwandlung 
von Chloroplasten in Mitochondrien postuliert wurde (Emberger 

Protoplasma, Bd. XLV/1 8 
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1920/21, Friedrichs 1922, Cholodnyj 1923). Da man damals die 
Proplastiden (Strugger 1953, 1954) wegen &hnlicher Farbbarkeit mit 
Mitochondrien verwechselte, wiirde dies besagen, da sich die ausdifferen- 
zierten Plastiden wieder in embryonale Proplastiden zuriickzuverwandeln 
vermogen. 

Bei unserem Studium der Cytologie mangelhaft ergriinender Chloro- 
plasten kamen wir jedoch zum Schlusse, daf die reversible gegenseitige 
Umwandlung blof in sehr beschrankter Weise méglich erscheint, wenn 
man die verschiedenen Plastidentypen nicht nur nach ihrem Pigment- 
gehalt, sondern nach ihrer physiologischen Leistung beurteilt. So mu man 
von den Leukoplasten verlangen, da sie nicht nur farblos, sondern auch 
mit der Fahigkeit begabt sind, Starke aufzubauen, und farblos gewordene 
leukoplastenahnliche* Chloroplastenreste darf man nicht lediglich auf 
Grund des cytologischen Bildes als Proplastiden deuten, ohne ihre Ent- 
wicklungsfahigkeit gepriift zu haben. 

Im folgenden sollen die Chloroplastenveranderungen bei den bekannten 
Erscheinungen der Chlorose und des Etiolements sowie die Entwicklungs- 
hemmung der Proplastiden in panaschierten Blattern naiher untersucht 
werden, wobei auch die Chromoplastenbildung zur Sprache kommen soll. 


1. Chlorose 


Bei der Chlorose muB man streng unterscheiden zwischen der Anlage 
chlorotischer Blatter von Pflanzen, die falsch ernahrt werden, und der 
Vergilbung der griinen Blatter gesunder Pflanzen, die nachtraglich chlorose- 
erzeugenden Bedingungen ausgesetzt werden. Im ersten Falle wird die 
Differenzierung der vorhandenen Proplastiden zu Chloroplasten verhindert, 
wahrend im zweiten Falle bereits ausdifferenzierte Chloroplasten vergilben. 
Es besteht somit ein prinzipieller Unterschied, indem im einen Falle die 
Metamorphose Leukoplast > Chloroplast unterdriickt wird, im anderen da- 
gegen vollzogen worden ist. 

Bei der Heilung der Eisenchlorose mit Eisensalzen hat Zimmermann 
(1893) die Umwandlung kleinerer farbloser Plastiden in normale Chloro- 
plasten beobachtet. Dies ist nun keineswegs eine reversible Umwandlung 
von erst ergriinten, dann vergilbten und durch Eisenchlorid wieder er- 
griinten Plastiden, sondern es handelt sich lediglich um eine verspatete 
Ausdifferenzierung der Chloroplasien. Die Vorstufen dieser ergriinenden 
Chromatophoren werden als farblose Plastiden beschrieben, die nach 
Zimmermann im Gegensatz zu gesunden Leukoplasten nicht ver- 
moégen, Starke aus den den kranken Blattern angebotenen Zuckern auf- 
zubauen. 


Um die eventuelle Riickverwandlung ergriinter Chloroplasten in Leuko- 
plasten zu untersuchen, erzeugten wir bei urspriinglich gesunden Pflanzen 
Chlorose. 


Kalkchlorose. Hiezu eignen sich die schwach alkalischen Boden 
(pH 7,7—7,85) des rechten Ziirichseeufers, auf denen die gefiirchtete Kalk- 
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chlorose der Weinrebe auftritt. Acidiphile Pflanzen, im Gewichshaus als 
Topfkultur gezogen, werden auf solchem Boden iiber kurz oder lang 
chlorotisch. 

Als Objekte dienten jiingere Pflanzen von Gardenia florida, Ginkgo 
biloba, Viola odorata und Luzula purpurea. Die Luzula ging auf diesem 
Boden zugrunde. In allen iibrigen Fallen wurden die neu entwickelten 
Blatter chlorotisch. Die vorhandenen groRen Blatter blieben erhalten (z. B. 
Gardenia) oder sie wurden marmoriert, indem das Chlorophyll den Blait- 
rippen entlang vergilbte (Viola). Wahrend die chlorotischen Jungblatter 
durch Zuriickversetzung in saure humose Erde (fiir Gardenia pH 4,5) 
willig ergriinen, bleiben die bleichsiichtigen Altblatter marmoriert. Man 
erhalt den Eindruck, da diese eine vorzeitige Vergilbung eingeleitet 
haben, eventuell um notwendige Aufbaustoffe an die Meristeme der Vege- 
tationspunkte abzugeben. In diesem Falle wiirden sich diese Blatter ahn- 
lich wie bei der Hungerchlorose verhalten (s. u.). Nie ist es gelungen, solche 
vergilbende Blatter wieder zum Ergriinen zu bringen. Wenn die Chloro- 
plasten ihr Chlorophyll vollstindig verloren haben, kénnen sie nicht wieder 
ergriinen, da offenbar ein irreversibler Abbauprozef eingesetzt hat. 

Im Feldversuch tritt die Kalkchlorose sehr launisch auf. Die Krankheit 
kann bei trockenem Wetter unauffallig bleiben, um unvermutet bei nasser 
Witterung heftig auszubrechen, Untersucht wurden die chlorotischen Jung- 
blitter von [ris germanica und Hydrangea hortensia. 

Abb. 1 zeigt ein chlorotisches neben einem gesunden Blatt von Hydran- 
gea. Charakteristischerweise fehlt die normale Granenstruktur (Abb. 2) 
bei den der Chlorose unterworfenen Chloroplasten. In Abb. 3 sind Chloro- 
plasten der griinen Zone des chlorotischen Blattes abgebildet. Sie miissen 
als nicht voll ausdifferenzierte Chloroplasten betrachtet werden. In der 
weifen Spitze des Blattes erscheinen die Plastiden dagegen degeneriert 
(Abb. 4), und es gelingt nicht mehr, sie zum Ergriinen zu bringen. Haufig 
dorren die Spitzen der Blatter mit degenerierten Plastiden ab. Ahnliche 
Verhaltnisse zeigen Abb. 5 und 6, wo die Chloroplasten aus einem ge- 
sunden Jris-Blatte granuliert, aus einem chlorotischen Blatte, mit der 
gleichen Optik aufgenommen, dagegen homogen erscheinen. 

Es diinkt uns wichtig, da die scheinbar granenfreien Chloroplasten 
von Abb. 3 und 6 geringe Mengen Chlorophyll! enthalten. Diese unvoll- 
kommen entwickelten Chloroplasten sind daher offenbar befahigt, Chloro- 
phyll zu synthetisieren. Es ergibt sich somit die Frage. ob die Chlorose 
wirklich durch eine mangelhafte Chlorophyllsynthese oder durch die 
fehlende Ausdifferenzierung der Granen bedingt ist. Da niamlich die 
Granen das griine Chromo-Lipoproteid des Chloroplasten enthalten (z. B. 
Frey-Wyssling und Steinmann 1953), kénnte die Chlorose eben- 
sogut durch eine mangelhafte Synthese des spezifischen Lipoproteids, 
an welches das Chlorophyll gebunden wird, verursacht sein. Das Dogma, 
die Chlorose sei lediglich durch die fehlende Chlorophyllsynthese bedingt, 
bedarf daher einer Uberpriifung, denn dieser Mangel kann theoretisch 
ebensogut die Folge wie die Ursache der fehlenden Granendifferenzierung 
sein. 


8* 





1. Oben chlorotisches, unten ge- 
sundes Blatt. 


Abb. 3. Chlorotische Chloroplasten. Abb. 4. Degenerierende Plastiden. 


Hydrangea hortensia. 


Abb. 2—4 Vergr. 2000X. 
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Nach Went (1943) ist fiir das Ergriinen der Blatter nicht nur eine 
richtige Ernahrung der Wurzeln mit allen Mineralsalzen und Spuren- 
elementen unerlaflich, sondern es bedarf zur Verhinderung der Chlorose 
zusatzlich einer guten Beliiftung der Wurzelkrone. Dort sollen Stoffe syn- 
thetisiert werden, die fiir das Stengelwachstum und das Ergriinen der 
Blatter unerlaBlich sind. Diese SchluR@folgerung wird aus Versuchen mit 
Tomaten gezogen, die auf einer vollstandigen Nahrlésung mit pH 6 chloro- 
tisch wurden, wenn das ganze Wurzelsystem in die Lésung tauchte. Sobald 


Abb. 5. Chloroplasten aus normalem Abb. 6. Chloroplasten aus chlorotischem 
Blatt. Blatt. 
Tris germanica. 


Abb. 5 und 6 Vergr. 2000X. 


jedoch der Wasserspiegel so gesenkt wurde, da sich die Wurzelkrone in 
der Luft befand, erfolgte ein freudiges Wachstum des Stengels und ein 
Ergriinen der Blatter. Durchperlen von Luftblaschen durch die Niahr- 
lésung geniigte nicht, um die Ergriinung auszulésen. Wir haben eine ahn- 
liche Beobachtung mit unseren Gardenien gemacht, die als Topfkultur in 
der oben erwahnten Erde mit pH 7.8 chlorotisch erkrankt waren. Von den 
24 Jungstréuchern ergriinten indessen plétzlich bei zwei Exemplaren die 
embryonalen Blatter, wahrend bei allen iibrigen Pflanzen die Krankheit 
stindig zunahm. Es erwies sich dann, daf die Wurzeln der beiden griinen 
Pflanzen aus dem Topf in die Ziegelschrot-Unterlage hinunter gewachsen 
waren. Da das Ziegelschrot véllig nahrstofffrei, jedoch gut durchliiftet ist, 
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kann das Ergriinen nicht auf einer zusatzlichen Ernahrung beruhen, son- 
dern es kénnte im Sinne von Went durch die Luftversorgung der Wur- 
zeln bedingt sein. 

Hungerchlorose. Beim Tabak kann im Gewachshaus an Topf- 
und Wasserkulturen eine auffallige Alterschlorose beobachtet werden. Da 
der Tabak ein iiberdurchschnittliches Nahrsalzbediirfnis besitzt, zeigt er, 
in den iiblichen Tépfen und GefaRen kultiviert, nach einiger Zeit Hunger- 
erscheinungen. Dies aufert sich in einer friihzeitigen Blattreife. Die Blatter 
vergilben wie beim Reifen des Tabaks im Felde und schicken ihre Bau- 
stoffe in die Vegetationsspitze zur Bildung neuer Blattanlagen hinauf. 
Wiahrend solche Blatter im Felde absterben, wenn sie nicht gepfliicki 
werden, kénnen sie sich im Gewachshause monatelang frisch erhalten, 
weil sie durch keine Atmosphirilien zerstért werden, aber vor allem auch 
deswegen, weil sie schon in jungem Zustande ihre Assimilationstatigkeit 
haben aufgeben miissen. Nachdem sie vollstandig vergilbt sind, kénnen 
auch die gelben Pigmente’ verschwinden, so daB schlieBlich der Trieb von 
der Basis bis iiber einen Meter hoch mit schneeweifen Blattern behangen 
ist. Es macht einen merkwiirdigen Eindruck, wenn Pflanzen der Sorte 
Mt. Calme brun, die sich im Felde durch besonders griine Blatter aus- 
zeichnen, durch diese Hungerkur mit Ausnahme der Spitzenblatter wie 
Albinos schneeweifi erscheinen. 

Die mikroskopische Untersuchung zeigt vorerst eine normale Ver- 
gilbung der Chloroplasten, dann verschwinden die Granen und die Pla- 
stiden degenerieren zu kleinen Resten, die nicht wieder zum Ergriinen 
gebracht werden kénnen. 

Analoge Beobachtungen wurden bei durch Kalkchlorose verursachter 
Ausbleichung der Chloroplasten von Myosotis scorpioides, Fragaria vesca 
und Aucuba japonica gemacht. 


2. Etiolement 


Die Cytologie der Chlorose hat es meistens mit einer Entwicklungs- 
hemmung der Plastiden zu tun. Die landlaufige Auffassung, daB die nor- 
malen Chloroplasten ausbleichen und dann unter Umstainden wieder er- 
griinen, trifft in den seliensten Fallen zu; das Ergriinen tritt vornehmlich 
in Blattern mit noch unentwickelten Chloroplasten auf. Dagegen ist es 
méglich, durch das Etiolement ausdifferenzierte Chloroplasten zum Ver- 
gilben zu bringen, weshalb mit etiolierten Pflanzen Versuche zur Ab- 
klarung der reversiblen Chloroplastenumwandlung vorgenommen wurden. 

Als Versuchspflanze diente Chlorophytum comosum. Stellt man diese 
Zimmerpflanze dunkel, so ist der Durchmesser (55 «) ihrer prachtig granu- 
lierten Chloroplasten (Abb. 7) schon nach zwei Tagen auf die Halfte 
reduziert (Abb. 8), d. h. sie haben drei Viertel ihrer Querschnittsflache 
eingebii®t. Nach drei Tagen ist der Durchmesser auf 20 « zusammen- 
geschrumpft (Abb. 9). Hand in Hand mit dem Chloroplastenschwund geht 
ihre Vergilbung. Diese erfolgt unregelmaBig, so da das Blatt gesprenkelt 
erscheint. Die hier abgebildeten Chloroplastenpraparate wurden von einem 





Abb. 7. Chloroplasten aus normal grii- Abb. 8. Chloroplasten nach zweitagiger 
nem Blatt. Etiolierung. 


Abb. 9. Chloroplasten nach dreitagiger Abb. 10. Chloroplasten kurz vor dem 
Etiolierung. Verdorren des Blattes. 


Chlorophytum comosum. 


Abb. 7—10 Vergr. 2000. 
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vergilbten Blattflecken hergestellt. Nach 4—5 Tagen wird das Blatt voll- 
stindig gelb. Die Chloroplasten verlieren dann ihre Granen (Abb. 10), 
worauf das Blatt abstirbt. Ein Wiederergriinen der granenfrei gewor- 
denen Plastiden ist unmédglich. 

Der rasche Verlauf des Plastidenabbaues, der hier geschildert worden 
ist, zeigt sich namentlich bei den dlteren Blattern. Diese sind offenbar 
aihnlich wie bei der herbstlichen Laubvergilbung bereit, ihre Aufbau- 

stoffe rasch zu wmobilisieren und 
an die iiberdauernden Organe abzu- 
geben. 

Strugger (1937) beschreibt ein- 
gehend, wie bei der Ergriinung 
etiolierter Helodea-Plastiden die se- 
kundire Granenstruktur bei der Be- 
lichtung in Erscheinung tritt. Man 
kénnte hieraus den Eindruck gewinnen, 
daf die Granulierung der funktions- 
tiichtigen Chloroplasten durch das 
Etiolement verschwinden und dann 
wieder erscheinen kénne. In Tat und 
Wahrheit handelt es sich bei dieser 
griindlichen Studie jedoch um das 
erstmalige Ergriinen der Plastiden in 
etiolierten Jungtrieben. Dadurch, da 
die Leukoplasten durch Lichtmangel 
in ihrer Differenzierung zu Chloro- 
plasten behindert werden, erzeugen 
sie neben Starke Carotinoide, die in 
groRen Lipoidtropfen gespeichert wer- 
den. Man kann sich des Eindrucks 
nicht erwehren, da eine Art Lipo- 

whats bei or Belichtung gewach- phanerose auftritt, die dann bei der 

sen mit vollstandig weifen Streifen Belicht it Sabai. aiblidae 

(links). Blatt bei schlechter Belich- ee ee igs ey gangs 

tung gewachsen mit hellgriinen gemacht werden muft, bis die typische 

Streifen (rechts). Granenstruktur der Chloroplasten in- 
stalliert werden kann. 


Abb. 11. Chlorophytum comosum. 


Es handelt sich also bei diesen Etiolierungsversuchen nicht um eine 
reversible Umwandlung von Chloroplasten in farblose Plastiden, sondern 
um eine hinausgeschobene Differenzierung von Leukoplasten, deren normale 
Entwicklung durch den Lichtentzug gestért wurde. 


3. Panaschierte Blatter 


In panaschierten Blattern finden sich kleine farblose Plastiden (S ¢ h ii r- 
hoff 1924, Schumacher 1928). Diese diirfen als Leukoplasten an- 
gesprochen werden, denn sie sind befahigt, Starke aufzubauen. Es handelt 
sich daher um Proplastiden, die in ihrer Entwicklung auf der Leuko- 
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plastenstufe stehengeblieben sind. Die Entwicklungshemmung ist gene- 
tisch bedingt. Die Méglichkeit des Ergriinens kann latent vorhanden sein 
und eventuell phanotypisch ausgelést werden, wie das folgende Beispiel 
zeigt. 

Von Chlorophytum comosum wird meistens eine panaschierte Sorte als 
Zierpflanze gehalten. Beidseitig des Mittelnerven des grasartigen Blattes 
verlaufen breite weife Streifen, die von griinen Blattrandern besaiumt 
sind (Abb. 11). In den griinen Streifen sehen die Chloroplasten normal 


Abb. 12. Plastiden aus einem weifen Abb. 13. Chloroplasten aus einem hell- 
Streifen. griinen Streifen. 
Chlorophytum comosum. 


Abb. 12 und 13 Vergr. 2000X. 


aus (Abb. 7), wahrend die Plastiden in den weifen Streifen sehr klein sind 
und nur vereinzelt auftreten (Abb. 12). Sie enthalten jedoch Starkekérner, 
wodurch sie sich als Leukoplasten zu erkennen geben. Im Fluoreszenz- 
mikroskop fehlt ihnen jegliche Rotfluoreszenz, so daf sie also véllig frei 
von Chlorophyll sind. 


Setzt man diese panaschierte Chlorophytum-Sorte einem ungeniigenden 
Lichtgenuf aus, werden die weifen Streifen der in Entwicklung begriffenen 
Blatter hellgriin, wahrend die Streifen der alten Blatter weif bleiben. Die 
Mesophyllzellen der hellgriinen Streifen enthalten kleine Chloroplasten 
mit deutlicher Granenstruktur (Abb. 13). Die Anzahl dieser Plastiden ist 
indessen viel groBer als jene in den weifen Streifen (Abb. 12). 
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Aus diesen Beobachtungen folgt, da die Leukoplasten der weifen Strei- 
fen ausgewachsener Blatter nicht mehr zu griinen Chloroplasten zu evolu- 
ieren vermogen. Bei der Entwicklung der hellgriinen Streifen ist dies jedoch 
méglich unter gleichzeitiger Vermehrung der Plastidenzahl. Da beide Blatt- 
typen sowohl mit weifgen als auch mit hellgriinen Streifen aus dem gleichen 
Meristem hervorgehen, darf man annehmen, daf die Initialzellen sowohl 
fiir die weifen wie fiir die hellgriinen Streifen urspriinglich gleich viele 
Proplastiden zugeteilt erhalten haben. In den hellgriinen Sireifen ist deren 
Zahl jedoch vermehrt worden, in den weifen Streifen dagegen klein ge- 
blieben. 


Abb. 14. Chromoplasten aus jungen Honigblittern; a in Aufsicht, b oben zwei 
Plastiden in Profilansicht. Vergr. 2200. 


Ranunculus repens, 


4. Chromoplasten 


Da in den bleichsiichtigen Blattern nach unseren Untersuchungen in 
erster Linie Entwicklungshemmungen der Proplastiden oder dann Degene- 
rationserscheinungen ausgebildeter Chloroplasten vorliegen und wir in 
unserem Material eine wirklich reversible Riickverwandlung von Chloro- 
plasten in Leukoplasten nicht beobachten konnten, priiften wir auch die 
in der Literatur behauptete reversible Umwandlung von Chromoplasten in 
Chloroplasten. 

Dabei zeigte sich, da man mindestens zwei verschiedene Typen von 
Chromoplasten unterscheiden muB. 


Chromoplasten mit Granenstruktur. Dieser Typus ist 
z. B. in den Honigblattern junger Bliiten von Ranunculus repens verwirk- 
licht. Chromoplasten aus der Basis der Honigblatter besitzen mikroskopisch 
den gleichen Bau wie Chloroplasten. Es liegen deutlich wahrnehmbare 
Granen vor (Abb. 14), die flache Scheibchen vorstellen, welche geldrollen- 
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artig iibereinandergeschichtet sind wie im Chloroplastenmodell nach 
Strugger (1951). Nur sind die Granen chlorophyllfrei und dafiir durch 
Carotinoide leuchtend gelb gefarbt. Nach Schimper (1885, S. 117) gehen 
bei Ranunculus Steveni die Chromoplasten aus kleinen starkehaltigen 
Chloroplasten hervor. 

In geéffneten gelben Bliiten (z. B. Caltha palustris) findet man Chromo- 
plasten, die durch Pigmenttropfen vakuolisiert erscheinen. Offenbar sind 
durch Entmischung Lipoidtropfen entstanden, die die Carotinoide in sich 
aufweisen. Oft erstarren diese Massen, und das Stroma kann bis zur Un- 
kenntlichkeit schwinden. Sc him per (1885, S. 106) bezeichnet daher offene 
Bliiten und reife Friichte fiir die Untersuchung der Chromoplasten als 
.durchaus ungeeignet“. Wir legen indessen gerade auf dieses allgemein 
verbreitete Stadium der Plastidenevolution Wert, weil es zeigt, da® diese 
mit einer Degeneration, Zersetzung und Auflésung des Plastidenfeinbaus 
endet. 

Chromoplasten mit kristallisierten Carotinoiden. 
Haufig erscheinen die Carotinoide in den Chromoplasten kristallisiert 
(Wurzel von Daucus Carota). Diese Bildungen haben mit der Pigment- 
anhaufung in den Granen nichts zu tun, denn die Kristallisation findet im 
Stroma statt. 

Bei der Gelbfarbung der Fruchtkérper von Chara beobachteten wir, wie 
sich Chloroplasten in solche Chromoplasten umwandeln. Die Chloroplasten, 
die eine normale Granenstruktur aufweisen, werden etwas kleiner und 
zwischen den Granen erscheinen Carotinkristallchen. Es handelt sich 
also nicht um einen Farbwechsel der Granen, sondern um eine Stoffaus- 
scheidung im Stroma. In den reifen Fruchtkérpern wird das Stroma teil- 
weise oder ganz resorbiert, worauf die Carotinoide als unférmliche Klum- 
pen in den Zellen liegen. 

Man erhalt also den Eindruck, da beim Abbau der Chloroplasten als 
Nebenprodukte Carotinoide entstehen, die zufolge ihrer Unléslichkeit im 
vorliegenden Substrat kristallisieren und nach der Resorption der abgebau- 
ten Proteine als Ausscheidungsstoffe liegen bleiben. 


5. Diskussion 


Aus unseren Untersuchungen geht hervor, daf die Plastidenumwand- 
lungen keine reversiblen Metamorphosen, sondern einen einseitig gerich- 
teten, monotropen Entwicklungsablauf vorstellen. Dieser kann grob schema- 
tisch folgendermafen dargestellt werden: 


Proplastid>Leukoplast >Chloroplast >Chromoplast 


Nach der Theorie der reversiblen Metamorphose miifte die Kette ebenso 
leicht riickwiarts wie vorwirts durchlaufen werden. Es ist jedoch aus der 
Literatur ersichtlich, daB nur eine sehr beschrankte Riickverwandlungs- 
moglichkeit besteht. Nach Ullrich (1924) kénnen durch Stickstoffhunger 
vergilbte Chloroplasten blo® regeneriert werden, wenn die erlittene 
GréRenabnahme geringfiigig ist; und Gratzy (1931) schreibt in ihrer 
Arbeit iiber die Degeneration der Chloroplasten in Farnprothallien, die 
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Chloroplastenumwandlung sei nur so lange reversibel, als blof ein geringer 
Teil ihrer Reservestoffe abgebaut sei. Diese Beispiele, die aus dem Schrift- 
tum iiber die Chlorose beliebig vermehrt werden kénnen, zeigen, daf ein 
Chloroplast, der in Degeneration begriffen ist, nur gerettet werden kann, 
wenn diese Vorgange eben erst eingeleitet sind. Haben sie dagegen richtig 
eingesetzt, so ist der Plastid verloren. Er kann sich dann in ,,Leukoplasten, 
die keine Stirke aufbauen“ (Cholodn yj 1923) oder in ,mitochondrien- 
artige” Teilchen verwandeln (Emberger 1920/21, Friedrichs 1922), 
von denen K iis ter (1951, S. 753) sagt: ..Es ist kein Beispiel dafiir bekannt, 
daf in plastidenfrei gewordenen Zellen irgendwelche Chondriosomen zu 
Plastiden geworden waren.“ Da friiher degenerierte Plastiden mit Mito- 
chondrien verwechselt wurden, heifft dies, da die Plastiden unter keinen 
Umstanden wieder in das differenzierungsfahige Stadium der Proplastiden 
zuriickgefiihrt werden kénnen. 

Ahnlich verhalt es sich mit der Chromoplasten-Metamorphose. Der Be- 
ginn dieser Umwandlung muf als die Einleitung der Plastidendegeneration 
und -resorption betrachtet werden. Gewif gibt es Friihstadien der Chromo- 
plasten, wo die Granenstruktur der Chloroplasten noch so einwandfrei 
erhalten ist, da ein Wiederergriinen méglich wird; aber dies ist, wie 
allgemein anerkannt wird, ein sehr ephemeres Stadium, das normalerweise 
durch die Plastidendegeneration abgelést wird. Sie auBert sich entweder 
in einer Art Lipophanerose, wobei die durch Entmischung frei gewordenen 
Lipoide die Carotinoide als Lipochrome in sich aufnehmen; oder die 
Carotinoide beginnen im Stroma zu kristallisieren, wodurch sie sich dem 
Stoffwechsel entziehen und daher eher als Ausscheidungsstoffe denn als 
intermediare Metabolite betrachtet werden miissen. Wie namentlich von der 
herbstlichen Laubvergilbung bekannt ist, geht mit diesem Vorgang eine 
Resorption der Proteinkomponente der Plastiden bis zu deren voélligem 
Schwund einher. 

Eine gewisse Schwierigkeit besteht, Friihstadien der Chloroplasten 
gegeniiber den Leukoplasten abzugrenzen. Bei der durch die Chlorose be- 
wirkten Hemmung der Chloroplastenentwicklung bleiben die Plastiden auf 
einer Stufe stehen, die man morphologisch als Leukoplasten bezeichnet. 
Zimmermann (1893) schreibt indessen, daB die bleichen, durch Eisen 
ergriinungsfahigen Plastiden weder im Lichte noch im Dunkeln aus 
10% Rohrzuckerlésung Starke aufzubauen vermégen, wodurch sich diese 
chlorotischen Plastiden physiologisch von den gleich aussehenden Zwerg- 
plastiden panaschierter Blatter unterscheiden. Wenn man die Leukoplasten 
mit den Amyloplasten identifiziert, so darf man jedoch solche der Starke- 
synthese unfahige Plastiden wohl nicht als Leukoplasten bezeichnen. Ihr 
Verhalten gleicht jenem sich normal entwickelnder Chloroplasten, die wiah- 
rend ihrer Ausdifferenzierung ebenfalls keine Starke aufbauen, sondern 
diese Tatigkeit erst anfnehmen, wenn sie ihre assimilatorische Funktion 
iibernommen haben und zur Bildung transitorischer Starke iibergehen. Vom 
physiologischen Standpunkte aus ist daher nicht jeder farblose Plastid ein 
Leukoplast. Man muf deshalb fiir die in Entwicklung begriffenen Chloro- 
plasten, in denen nach Strugger (1953, 1954) die Vermehrung der 
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Granen stattfindet, einen besonderen Namen zur Verfiigung haben, fiir den 
wir die Bezeichhnung Jungchloroplast von Strugger (1954) iiber- 
nehmen. 

Es kann auf Grund der in dieser Arbeit entwickelten Gesichispunkte 
das in Abb. 15 dargestellte Entwicklungsschema der Plastiden vorgeschlagen 
werden. 





Chromoplasten 


entmischt mit Pigmentkristallen 
t 4 t 
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| Chloroplasten | 
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ergriinen 





| Leukoplasten | 
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Abb. 15. Schema der monotropen Plastiden-Metamorphose. 











Strugger (1954) unterscheidet in der Evolution der Proplastiden 
drei Stadien: naimlich amyloplastische, starkefreie und ergriinende Pro- 
plastiden. Bleiben sie auf der ersten Stufe stehen, kénnen sie sich zu Leuko- 
plasten entwickeln. Das starkefreie Stadium, das normalerweise nur von 
kurzer Dauer ist, kann in chlorotischen Blattern zu einem Dauerstadium 
werden, so daft stairkefreie Jungchloroplasten entstehen. Es ist noch un- 
abgeklart, ob der chlorotischgeschadigte Jungchloroplast nicht imstande 
ist, seinen Granenapparat zu entwickeln und deshalb nicht ergriint, 
oder ob es sich, wie allgemein angenommen wird, tatsaichlich um ein Un- 
vermégen, Chlorophyll aufzubauen, handelt. In etiolierten Jungtrieben 
(Strugger 1937) und in panaschierten Blattern vermégen die aus Licht- 
mangel oder aus genetischen Griinden in ihrer Entwicklung gehemmten 
Jungchloroplasten Starke zu synthetisieren: sie werden also zu Leuko- 
plasten. Dies zeigt, daf es eigentlich keinen prinzipiellen Unterschied zwi- 
schen Jungchloro- und Leukoplasten gibt. Im einen Falle gehen die 
Plastiden normalerweise friihzeitig dazu iiber, den Assimilationsapparat 
in Form der Granensysteme aufzubauen und erst spater transitorische 
Starke zu bilden, wahrend im zweiten Falle die Ausbildung eines sekun- 





110 A. Frey-Wyssling, F. Ruch und X. Berger 


diren Granenapparates unterbleibt oder wie bei den sogenannten Amylo- 
chloroplasten nachtraglich, z. B. als Folge verspiiteter Belichtung von unter- 
irdischen Stengelteilen, eine Ergriinung eintritt. 

Die Verhinderung der normalen Entwicklung zu Chloroplasten kann 
zu Schiidigungen der Jungchloroplasten fiihren. So hat Strugger (1937) 
bei etiolierten Helodea-Jungchloroplasten die Bildung von Lipoidtropfen, 
die Xanthophyll speichern, beobachtet. Die damalige Bezeichnung jener 
offenbar durch Entmischung entstandenen Gebilde als Primargranen darf 
heute als hinfallig betrachtet werden. Interessant ist, da der Jungchloro- 
plast bei nachtraglicher Belichtung vermag, diese Lipoidansammlungen 
wieder zu dispergieren und zur normalen Granenbildung zu schreiten. 

Die normale Entwicklung der Chromoplasten geht von den Chloro- 
plasten aus. Durch Abbau des Chlorophylls kénnen granulierte Chromo- 
plasten mit gelben Granen entstehen. Aber dieser Zustand ist nur in jungen 
Chromoplasten festzustellen. Er wird alsbald von einer Zersetzung der 
Plastidenstruktur abgelést, wobei groRe Lipcidtropfen auftreten, die die 
Caretinoide als Lipochrome speichern, oder kristallisierte Carotinoide 
im Schosse des farblosen Stromas erscheinen. 

Chromoplasten kénnen indessen auch aus farblosen Plastiden hervor- 
gehen, wie im Falle der a-Carotin produzierenden Chromatophoren der 
Moéhrenwurzel; oder an der Differenzierung zu Chlorophyllkérnern behin- 
derie Jungchloroplasten kénnen unter Lipophanerose zu gelben Farbstoff- 
trigern werden. Wieweit Jungchloroplasten ohne Chlorophyllbildung zu 
granulierten Chromoplasten zu evoluieren vermdgen, muf erst abgeklart 
werden; einem solchen Nachweis kommt wegen der Frage der Korrelation 
zwischen Granenbildung und Chlorophyllsynthese erhebliches Interesse zu. 
Nach Sager und Palade (1954) unterbleibt die Lamellierung der Pla- 
stiden von Chlamydomonas, wenn die Chlorophylibildung unterdriickt 
wird. 

Alle diese Méglichkeiten sind im Schema von Abb. 15 angedeutet. Es 
zeigt sich eine fortlaufende Differenzierung und Umgestaltung der Plasti- 
den, die monotrop in einer bestimmten Richtung verlauft und, bei den 
Chromoplasten angelangt, schlieBlich zur Degeneration fiihrt. Reversible 
Umwandlungen treten nicht mehr auf, nachdem die Umwandlung zu einem 
naichsien Differenzierungsgrad geniigend weit fortgeschritten ist. 

Die wichtigste Folgerung dieser Feststellung ist die Erkenntnis, da 
differenzierte Chloroplasten nicht in Proplastiden zuriickverwandelt wer- 
den kénnen. Bei den Moosen (Kaja 1954) und Braunalgen (v. W et t- 
stein 1954), wo persistierende Chloroplasten vorkommen, gehen die klei- 
nen Chromatophoren der Eizellen durch Teilung und Verkleinerung aus 
bestehenden Plastiden hervor. In der Eizelle der Anthophyten kénnen die 
Proplastiden jedoch kaum aus ausdifferenzierten Plastiden entstehen. Viel- 
mehr muff in den gametenbildenden Meristemen stets ein Vorrat an Pro- 
plastiden vorhanden sein. Das Kontinuitatsgesetz von Schimper bezieht 
sich deshalb bei héheren Pflanzen nicht auf die ausgewachsenen Plasti- 
den, sondern nur auf die Proplastiden. Man muf daher die Angabe von 
Kaja (1954, S. 105). bei den Angiospermen finde eine ,,Plastidenreduktion 
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zu monogranuléren Proplastiden* statt, nicht als einen ontogenetischen 
Zyklus innerhalb einer Generation, sondern als ein phylogenetisches Ge- 
schehen auffassen, da bei den von ihm untersuchten niederen Pflanzen keine 
Proplastiden gefunden worden sind. 

Es ist tatsaichlich nicht denkbar, wie die komplizierte Struktur der 
Chloroplasten sich wieder in den einfachen Bau der Proplastiden zuriick- 
verwandeln sollte. Leider konnte hinsichtlich der Granenentwicklung in den 
Proplastiden bisher noch keine Einigkeit erzielt werden. Nach Strugger 
(1950) entstehen die Granen durch Autoreproduktion eines in den Pro- 
plastiden vorhandenen Primargranums, wahrend sie nach Heitz und 
Maly (1953) durch Entmischung des Proplastidenstromas anfallen sollen. 
SchlieBlich beobachtet Le yon (1954a), da Lamellen als fingerférmige 
Auswiichse aus dem Primargranum herauswachsen; sie werden als Stroma- 
lamellen gedeutet, auf denen erst spater die Doppellamellen der Granen 
entstehen. 

Das Primirgranum erscheint im Elektronenmikroskop als kristalliner 
K6érper mit makromolekularen Kugelmolekiilen und Gitterkonstanten von 
der GréRenordnung 250 A (Heitz 1954, Le yon 1954b). Es besteht durch- 
aus die Moglichkeit, da® kristalline makromolekulare Substanzen bei den 
identischen Reproduktionsvorgingen eine Rolle spielen, denn wir kennen 
kristalline Viren und kristalline Spermienképfe (Wilkins und Randall 
1953). In den beiden erwahnten Fallen handelt es sich um Nukleoproteide 
Es wire deshalb von grofer Bedeutung, wenn ein solcher Nachweis fiir das 
kristalline Primargranum gelingen wiirde. Seine Farbbarkeit mit Kern- 
farbstoffen und seine starke Elektronenstreuung im Elektronenmikroskop 
sprechen zwar in dieser Richtung. Ein Beweis liegt jedoch nicht vor. 
Metzner (1952a, b) hat sich bemiiht, den Nukleinsiure-Nachweis in den 
ausgewachsenen Chloroplasten auf farberischhem Wege mit Methylgriin, 
Pyronin und der Feulgenschen Nuklealreaktion zu fiihren, und er kommt 
zum Schlusse, da&® im Stroma Ribo-, in den Granen dagegen Desoxyribo- 
Nukleinsiure vorhanden sei. Diesen Befund kénnen wir durch Abb. 16 
naher prazisieren, in der Granen im UV-Licht deutlich abgebildet worden 
sind. Wir sind zur Zeit damit beschaftigt, Spektren dieser Granen aufzu- 
nehmen, um abzukliaren, inwieweit Eiweifstoffe neben den Nukleinsauren 
an ihrer UV-Absorption beteiligt sind. In Analogie zu den Verhaltnissen 
bei den Chromosomen darf jedoch vermutet werden, daf in den Granen 
Nukleoproteide angehauft sind und daB das UV-durchsichtige Stroma arm 
an diesen Verbindungen sein muf. 

Es scheint uns unmdglich, daB so hoch differenzierte Plastidenstrukturen 
wieder in den einfachen Bau der Proplastiden zuriickgefiihrt werden. So 
weitgehend evoluierte Systeme kénnen nur degenerieren, nicht aber in den 
embryonalen Zustand zuriickkehren. Die oft auftretende Teilung der 
Chloroplasten (Reinhard 1933, v. Wettstein 1954) mag dazu ver- 
leiten, ihnen auch im ausgewachsenen Zustand embryonale Eigenschaften 
zuzuschreiben. Diese Teilungen stellen jedoch lediglich eine Durchschniirung 
des Plastiden in seiner bestehenden Strukturdifferenzierung vor und bilden 
keine Riickkehr in das Stadium des monogranuliaren Proplastiden. 
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Aus diesem Grunde méchten wir den Satz aufstellen, da Proplastiden 
nur aus ihresgleichen hervorgehen kénnen. Es muff daher fiir diese Zell- 
organelle eine Art Keimbahn geben, auf der sie immer im embryonalen 
Zustande verkehren und aus welchem Reservoir die sich differenzierenden 
Dauergewebe ihre Plastiden mitbekommen haben. Es darf bezweifelt wer- 
den, ob ausgewachsene Assimilationsgewebe noch Proplastiden enthalten, 
denn sonst miiBten sich deren Chloroplasten nicht durch Teilung vermeh- 
ren, sondern es kénnten aus einem solchen Proplastidenvorrat zu jeder 
beliebigen Zeit neue Chloroplasten entstehen. Diese Keimbahn darf wohl 
in den primiren Meristemen gesucht werden, ahnlich wie dort die Kerne 


Abb. 16. Chloroplasten 2 dick geschnitten in Methacrylat. Die Granen sind a im 
Profil und b in der Aufsicht sichtbar. Aufnahme im UV-Mikroskop 254 mv. 
Vergr. 2500X. 


Eucharis grandiflora. 


ihre diploide Natur bewahren und fiir die Bildung der gametogenen Ge- 
webe zur Verfiigung stehen. Wenn bei der Gewebedifferenzierung die Kerne 
durch Endomitose polyploid werden, handelt es sich um eine monotrope 
Entwicklung, die sie aus der Keimbahn geworfen und fiir die Erzeugung 
von Gameten untauglich gemacht hat. Etwas Ahnliches diirfte sich bei der 
Differenzierung der Proplastiden zu funktionsfahigen Plastiden abspielen, 
die als monotroper Vorgang die Riickkehr zum embryonalen Proplastiden 
verbietet. 
Zusammenfassung 


Die Theorie der reversiblen Plastidenmetamorphose wird kritisiert; an 
ihrer Stelle wird das Prinzip der monotropen Plastidenentwicklung vor- 
geschlagen und in einem Schema dargestellt. Die physiologische Tatigkeit 
der Chloroplasten erfolgt in drei Stufen: 1. Chlorophyll- und Granen- 
synthese, 2. Starkesynthese und 3. iibersteigerte Carotinoidsynthese. Die 
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erste Stufe kann wegfallen, worauf der Proplastid zu einem Leukoplasten 
wird; die Stufen kénnen sich aber auch im umgekehrten Sinne folgen, wenn 
ein Leukoplast nachtraglich ergriint. Nie aber wird man feststellen kénnen, 
da Granen- und Starkesynthese gleichzeitig erfolgen. 

Die dritte Stufe muff als Alterserscheinung der Plastiden betrachtet 
werden. Die granuliren Chromoplasten kénnen noch als normale Plastiden 
aufgefaRt werden, die ihr Chlorophyll abgebaut haben. Alsbald setzt in- 
dessen eine Entmischung im Chromoplasten ein, wobei sich die im Ubermaf 
erzeugten Carotinoide als Lipochrome in den Tropfen der Lipophanerose 
anhiaufen oder im Stroma kristallisieren. 
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Im Rahmen der protoplasmatischen Pflanzenanatomie sind Untersuchun- 
gen iiber den isoelektrischen Punkt (IEPy = mittlerer isoelektrischer Punkt) 
an pflanzlichen und tierischen Organismen hiaufig durchgefiihrt worden 
(Zusammenfassung der dalteren Literatur bei Yamaha und Ishii 1932). 
Nun darf sich jedoch das biologische Interesse nicht mit der einfachen Fest- 
stellung des IEP begniigen — dessen absolute Gréfe ohnehin nur an- 
nahernd erfaRt werden kann (Schwantes 1952) —, sondern muf® sich 
mit den Verainderungen des IEP im Verlauf der Entwicklung der Organis- 
men befassen, da diese u. U. Einblicke in die Physiologie der Entwicklung 
erlauben. Die von Weber (1928) postulierte physiologische Ungleichheit 
bei morphologischer Gleichheit ist bei vielen untersuchten pflanzlichen Ob- 
jekten beziiglich der Lage des IEP gefunden worden (S ma 11 1929, Strug- 
ger 1934, Reuter 1949, Perner 1950). Aus den in der einschlagigen 
Literatur gemachten Angaben iiber die Richtung der Gradienten im Verlauf 
der Entwicklung geht hervor, da bei den botanischen Untersuchungen im 
Gegensatz zu den zoologischen keine einheitliche Tendenz besteht. Bei 
tierischen Geweben verlagert sich der IEP mit zunehmendem Alter regel- 
mafig zur alkalischen Seite hin. Die von botanischer Seite durchgefiihrten 
Forschungen zeigen dagegen im Verlauf des Alterungsprozesses teils eine 
Verschiebung des IEP zum sauren Bereich hin (Yamaha und Is hii 1933, 
Drawert 1937 bei Allium cepa, Strugger 1938 bei dem Cytoplasma 
von Helodea, Schwantes 1952 bei Phycomyces), teils ein Gefalle zum 
alkalischen Milieu hin (Strug ger 1932 bei der Karyolymphe von Helodea, 
Drawert 1938b bei Blattern von Helodea). 

An Bakterien wurden Untersuchungen iiber den IEPy erstmalig von 
Michaelis (1911) durchgefiihrt. Die in der Literatur angegebenen IEP- 
Werte fiir Eubakterien schwanken zwischen pH 1,9 fiir Bacillus subtilis 
(Stearn 1925, 1931) als untere Grenze und pH 35,5 fiir Sarcina flava 
(Yamaha 1932) als obere Grenze. Vereinzelie Angaben iiber im stark 
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alkalischen Gebiet liegende IEP-Werte (so geben Winslow und 
Shaugnersy 1924 einen pH-Wert 13,4 fiir Bacillus cereus an) diirften 
vermutlich auf methodischen Fehlern beruhen. 

MeRergebnisse der [EP-Werte von Actinomyceten liegen bislang nicht 
vor. So ist es das Ziel dieser Arbeit, den IEP und seine Veranderungen im 
Verlauf der Ontogenese bei den Actinomyceten zu untersuchen. Es wird 
ferner der Versuch unternommen, die Zusammenhiange zwischen der Ribo- 
nucleinsaure und dem IEP einer Analyse zu unterziehen. 

Methode. Es wurden zwei farberische Methoden auf der Grundlage 
der Erfassung des Adsorptionsminimums zur Anwendung gebracht: 

1. die Bestimmung des IEPy mittels eines sauren und eines basischen 
Farbstoffes, 

2. die Bestimmung des IEPy mittels des Fluorochroms Acridinorange 
auf Grund des Konzentrationseffektes. 

Ad 1. Pischinger (1926) begriindet seine Methode theoretisch mit 
der durch die Ampholytnatur der Eiweifkérper bedingten elektrischen 
Umladung in abgestuften H+-Konzentrationen. Die Voraussetzung fiir 
diese Umladung und die darauf beruhende Speicherung von Farbsioff- 
kationen und -anionen ist, da& der Protoplast den pH-Wert des Aufen- 
mediums annimmt. Das laRt sich bei der lebenden Zelle im Gegensatz zur 
fixierten nur unvollkommen erreichen. Es wurde deshalb nur mit fixiertem 
Material gearbeitet. Als Fixierungsmittel diente Alkohol, da dieser die 
elektrischen Ladungsverhaltnisse nur geringfiigig verandert. Da die Lage 
des IEP stark vom verwendeten Fixierungsmittel abhangig ist (S ch wa n- 
tes 1952), kann allen mit dieser Methode ermittelten Werten nur eine Be- 
deutung fiir vergleichende Untersuchungen zukommen. 

Als Farbstoffpaar wurde Toluidin (Merck) und Saurefuchsin (Bayer) 
gewahlt (Drawert 1937). Die Konzentration betrug 1 : 1000. 

Ad 2. Das von Strugger (1940) eingefiihrte Fluorochrom Acridin- 
orange (AO) wird als basischer Farbstoff oberhalb des IEPy gebunden 
(Strugger 1940, 1949, Kélbel 1947). Unterhalb desselben erfolgt nur 
eine Imbibitionsfarbung mit griiner Fluoreszenz im Gegensatz zum Rot 
der elektroadsorptiv gebundenen Farbstoffkationen. Dieser im IEP erfol- 
gende Farbumschlag beruht nach Strugger (1940) auf dem Konzen- 
trationseffekt. Innerhalb des Dissozationsbereiches wechselt die konzen- 
trationsabhangige Farbe von Griin (1: 10.000) iiber Orange nach Rot 
(1:500). Bei IEPy-Bestimmungen an Bakterien (Nordmeyer 1947), 
tierischen (Schiimme|!feder 1948) und pflanzlichen Zellen (Sch wan- 
tes 1952) hat sich diese Methode als genau und praktisch erwiesen. 

Methodische Durchfiihrung. Untersucht wurden zehn Stimme, 
davon in mindestens zehn Parallelreihen Streptomyces griseus, Strepto- 
myces aureofaciens (Duggar), Stamm 30 und Stamm 42 aus der Instituts- 
sammlung. Zum Vergleich wurde Saccharomyces cerevisiae herangezogen. — 
Um genau bekannte Entwicklungsstadien zu bekommen, wurden Objekt- 
tragerkulturen angelegt. In einer Petrischale, die als feuchte Kammer diente, 
befand sich ein mit einem Tropfen Nahrbouillon oder Fleischwasser ver- 
sehener Objekttriager. Nach der Beimpfung dieses fliissigen Nahrsubstrates 
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mit Luftsporen wurde im Thermostaten bei + 27° bebriitet. Vor der Fixie- 
rung wurde ein Teil der Nahrfliissigkeit vorsichtig abgesaugt. Als Fixie- 
rungsmittel diente 90% Alkohol (3 Std.). Es wurde 15 Minuten gefarbt und 
anschlieRend 30 Minuten in farbloser Pufferlésung gespiilt. Die Herstellung 
der Farblésungen erfolgte so, daf mit */,, mol. Phosphatpufferlésung 
(Strugger 1949) die Farbstammlésung auf die gewiinschte Konzentration 
gebracht wurde und die gleiche Menge Aqua dest. zur Gewinnung der zum 
Spiilen benutzten farblosen Pufferlésungen zugegeben wurde. Die Differenz 
zwischen Farb- und Pufferlésungen betrug nie mehr als 0,05 pH. Die Mes- 
sungen wurden mit dem Ionometer von Pusl (Miinchen), das mit einem 
Glaselektrodensatz versehen ist, durchgefiihrt. — Nach dem Trocknen wur- 
den die Praparate in Paraffin6él eingebettet und im Fluoreszenzmikroskop 
von Zeif untersucht (Apo 60, Korrek., Reichert). Die mit Diachromen ge- 
firbten Kolonien beobachtete ich im Forschungsmikroskop von Leitz (*/,, Ol, 
100: 1, Ap. 1,30; Apochromat Zeiff 120: 1, Ap. 1,30). 


Ergebnisse der Bestimmung mittels des Fluorochroms Acridinorange 


Die Ermittlung der giinstigsten Farbstoffkonzentration und Fiarbezeit 
ergab, daf bereits nach 5 Minuten bei 1:5000 eine relativ einheitliche 
Anfarbung erfolgte, deren Ergebnis sich auch nicht nach dreistiindigem 
Farbbad anderte. Es bleiben auch bei sehr langen Farbezeiten (10 Std.) 
bei Rotfluoreszenz des gesamten Priaparates stets wenige Hyphen und 
Sporen griin. Man kann dieses abweichende Verhalten leicht durch die 
begriindete Annahme erklaren, da durch anhaftende Teilchen des Nahr- 
mediums ein Eindringen des Farbstoffes in die Hyphen verhindert wird. 
Die durch geringere Einwirkungszeiten und Konzentrationen bedingten 
Unregelmafigkeiten des Farbbildes unterstreichen die Forderung St ru g- 
gers (1949), im Farbiiberschu8 zu farben. Fiir die eigenen Untersuchungen 
wurde durchschnittlich 15 Min. mit 1 : 5000 gefarbt. 

Der Ubergang von Griin nach Rot iiber Orange erfolgte nie schlagartig, 
sondern innerhalb eines engen pH-Bereiches. Aus den folgenden Versuchs- 
protokollen ist das farberische Verhalten der Actinomyceten gegeniiber 
AO ersichtlich: 

Stamm 42, 8 Stunden alte Kultur. AO 1 : 5000, 35 Min. gefarbt, 20 Min. 
gespiilt. 
pH 1,5. Sporen und Mycel fluoreszieren griin. 

2,0 Die jiingsten Keimstadien (bis 20 u lang) sowie die unausgekeimten 

Sporen sind griin. Langere Keimschlauche erscheinen gelbgriin. 

2,2 Unverindert. Die Zahl der gelbgriinen Hyphen nimmt zu. 

2,45 Die Keimstadien haben gelbgriine oder orangefarbene Schlauche 
und oft rétliche Sporen. Der gréRere Teil der ungekeimten Sporen 
fluoresziert griin, der kleinere orange. 

2,8 Die Verhaltniszahl von orange zu griinen bei ungekeimten Sporen 
ist jetzt umgekehrt. Die Keimstadien zeigen fast ausnahmslos 
orange gefarbte Schlauche und rétliche Sporen. 

3,0 Ungekeimte Sporen sowie Keimstadien fluoreszieren orange bis rot. 
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pH 3,75 Der rote Farbton herrscht bei Hyphen und Sporen vor. Hiaufig 
sind Keimstadien mit roten Sporen und orange fluoreszierenden 
Schlauchen zu beobachien. 
» 4,05 Nur noch wenige Hyphen fluoreszieren orange. 
» 4,35 Der Umschlag nach gleiffend Kupferrot ist iiberall erfolgt. 
» 3,0—pH 9,0 Unverandert. 


Aus diesem Protokoll ist ersichtlich, daf 1. ein Farbumschlag von Griin 
nach Rot in Abhiangigkeit des pH-Wertes erfolgt, 2. dieser Umschlag 
nicht plétzlich, sondern innerhalb eines bestimmien pH-Bereiches vor sich 
geht und da 3. Sporen und Hyphen unterschiedliche Umschlagbereiche 
besitzen. 

Dieses Gefalle des IEPy von den jiingsten zu den idltesten Teilen einer 
Kolonie wird deutlicher sichtbar, wenn man Altere Kulturen anfarbt, wie 
aus dem nachstehendem Protokoll hervorgeht. 


Stamm 42, 48 Stunden alt. AO 1 : 5000, 15 Min. gefarbt, 10 Min. gespiilt. 
Die Kolonien liegen getrennt voneinander, so da& die Hyphen gut gefarbt 
und beobachtet werden kénnen. 
pH 2,0 Der dlteste zentrale Teil der Kolonie ist gelbgriin. Die apikalen 

Teile fluoreszieren deutlich griin. 

2,45 Die Hyphenspitzen fluoreszieren gelbgriin, wahrend die zentralen 
Teile einen orange Farbton zeigen. 

2,8 Unverandert. 

3,2 Die Grundfarbe des Mycels ist orange, nur die Enden der Hyphen 
lassen einen griinlichen Farbton erkennen. 

4,05 Unverandert. 

4,35 Die Masse der Hyphen ist rot bis auf die orangefarbenen Spitzen. 

6,0 Die ganze Kolonie fluoresziert ausnahmslos rot. 


Diese Beobachtungen lassen auf einen Longitudinalgradienten des 
IEPy im Zuge der Individualentwicklung schlieRen, wie er an anderen 
Objekten bereits nachgewiesen wurde (“Small 1929, Strugger 1934, 
Reuter 1949, Perner 1950, Schwantes 1952). Und zwar besteht bei 
den Strahlenpilzen von den jiingsten zu den dltesten Kolonieteilen ein 
Gefialle zu Gebieten gréRerer H+-Konzentration hin. Die Differenz zwischen 
den niedrigsten und héchsten Werten des IEPy nimmt im Verlauf des 
Alterungsprozesses zu. So betragt z. B. bei einer 8 Stunden alten Kultur 
von Stamm 42 das Gefille ungefahr 0,4—0,5 pH, wahrend derselbe Stamm 
nach 2—3 Tagen schon fast die doppelte Differenz erreichen kann. Diese 
Zunahme beruht einmal darauf, da der IEPy-Wert der iltesten Teile 
der Kolonie — der Spore mit den Primarhyphen — von dem durchschnitt- 
lichen Anfangswert des IEPy der Keimstadien von pH 2,4 absinkt. Im 
Extremfall wurden bei einer 8 Wochen alten Kultur von Stamm 42 IEP y- 
Werte gefunden, die knapp unter pH 2,0 lagen. Zum anderen findet eine 
leichte Verschiebung des IEPy der Hyphenspitzen zum Neuitralpunkt hin 
statt. Diese Abhangigkeit des Gradienten von dem Alter der Kolonie ist 
schwer durch exakte Zahlen der Umschlagpunkte zu belegen, da der Um- 
schlag immer innerhalb eines gréReren Bereiches erfolgt. Zudem wird die 
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Beobachtung durch die Kleinheit der Objekte sehr erschwert. Die Tendenz 
konnte jedoch in allen untersuchten Fallen sicher nachgewiesen werden. 

Daf diese mit der sehr empfindlich arbeitenden AO-Methode erfaften 
Werte richtig sind, geht aus den Ergebnissen hervor, die zur Kontrolle 
mit den Diachromen gewonnen wurden. 


Ergebnisse der Bestimmung mittels Diachromen 


Die Ermittlung der optimalen Farbezeit ergab 15 Minuten, bei 30 Mi- 
nuten Spiilzeit im farblosen Puffer. Die Lage des IEPy wurde dort an- 
genommen, wo beide Farbstoffe die schwachste Farbung zeigten. 

Die Hyphen waren nicht homogen angefarbt, sondern lieen viele, oft 
metachromatisch gefarbte Inhaltskérper erkennen, die mit Nucleoiden, 
Karyoiden (Bring mann 1951) oder Reservestoffen identisch sein mochten. 
Eine Analyse der Inhaltskérper im einzelnen erfolgte bei dieser Frage- 
stellung nicht. 

Aus den in der folgenden kurzen Zusammenstellung angegebenen 
Werten geht hervor, daf die mit der AO-Methode und Diachromen ge- 


wonnenen Ergebnisse weitgehend iibereinstimmen. 


Diachrome Acridinorange 
Streptomyces aureofaciens . . . pH 2,4—2,8 pH 2,4 
Streptomyces griseus. . . . . . » 2,0—2,4 ica 
SiOgmerN ee s+ ec al lene) on oc ee en » 2,2—2,44 
Saccharomyces cerevisiae . . . . » 3,0—3,3 ee 


Die AO-Methode ist dabei den Diachromen iiberlegen, da der Farb- 
umschlag leicht beobachtbar ist und ein engerer Bereich des IEP ange- 
geben werden kann. 

Ferner wird aus diesen Zahlenwerten und aus den Ergebnissen der 
Tabellen 1—3 ersichtlich, da der IEPy fiir die Masse der Hyphen bei 
den untersuchten fixierten Actinomycetenstammen (2 Tage alt) im stark 
sauren Bereich zwischen pH 2,0 und pH 3,0 liegt. Die einzelnen Stamme 
zeigen dabei, unter gleich bleibenden Bedingungen, konstante [EPy-Werte, 
die spezifisch fiir den Stamm zu sein scheinen. 


Untersuchungen iiber die Bedeutung der Ribonucleinsdure fiir die 
Lage des IEP 


Der komplexe Aufbau des Cytoplasmas bedingt, da& sein IEPy eine 
Resultante aus den verschiedenen isoelektrischen Punkten der Einzel- 
bausteine darstellt. Da von den Bauelementen die wichtigen Nucleoproteide 
rein gewichtsmaBig schon bis zu 40% des Trockengewichtes der Bakterien- 
zelle betragen kénnen (Belozersky 1939), war anzunehmen, daf sie 
auch auf den IEPy einen grofen Einflu& haben wiirden. Es wurde dabei 
nur die Einwirkung der Ribonucleinséure (RNS) untersucht. Methodisch 
wurde so verfahren, da vor und nach der spezifischen Entfernung der 
RNS durch das spezifische Ferment Ribonuclease die IEPy gemessen 
wurden. 
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Methode. Die Praparate wurden, wie bereits beschrieben, von Objekt- 
tragerkulturen angefertigt. Die Kolonien, die ein Alter zwischen 4 Stunden 
und 14 Tagen hatten, wurden mit Hilfe der Gefriertrocknung fixiert. Zur 
Durdhfiihrung der Fixation wurden die auf dem Objekttrager schwach 
haftenden Kolonien fiir 2—3 Minuten plétzlich abgekiihlt, indem sie in 
Isopentan von — 150° Temperatur getaucht wurden. In dem auf — 78° 
abgekiihlten Rezipienten der Gefriertrocknungsanlage Gib von Leybold 
verblieben die Priparate so lange, bis der Druck der leerlaufenden Anlage 
erreicht war und iiber langere Zeit konstant gehalten wurde. 


Zur spezifischen Entfernung der RNS wurde kristallisierte Ribonuclease 
der Fa. Worthington benutzt. Die 0,1%ige Lésung wirkte 1 Stunde bei 
+ 37° ein (pH 6,0). Kontrollen ohne Fermentzusatz wurden stets angesetzt. 
Nach der Fermentbehandlung schlof sich eine Spiilung mit Aqua dest. 


(15 Min.) zur Entfernung der Fermentlésung an. 


Die Ergebnisse: Pyronin und andere basische Farbstoffe bewirk- 
ten nach der Entfernung der RNS eine sehr schwache Fiarbung der Hyphen 
und Sporen. Die Orte der DNS-Ablagerung (Nucleoide, Karyoide) hoben 
sich durch kraftigere Farbung hervor. Bei der geringen Farbintensitat 
war es leider nicht méglich, mit Sicherheit einen Gradienten festzustellen. 

Die Farbung mit Acridinorange war ebenfalls stark geschwacht 
(15 Min. Farbezeit, pH 7.0, 1 : 5000). Die in der folgenden Tabelle zusam- 
mengestellien, nach der Ostwaldschen Farbtafel bestimmten Farbwerte 
zeigen, daf die héchste Konzentrationsstufe ein Orangerot ist. Das glei- 
Bende Rot des unbehandelien Praparates wird nicht mehr erreicht. 


Vor Nach 
der Entfernung der RNS 


na 6 Rot na 2 Gelbgriin 
oh es » 4 Orange 
. 4 


Orangerot 


Hierzu liegen nach Zeiger, Harders und Miiller (1951) Angaben 
von Géssner vor, der (an tierischen Geweben) nach der Entfernung der 
RNS nur noch eine Griinfluoreszenz fand und daraus den Schluf zog, daR 
die Farbstoffspeicherung nach Farbung mit AO nur durch NS-Proteide 
erfolge. Die in meiner Arbeit gefundenen Ergebnisse sprechen wohl fiir 
eine bevorzugte, aber nicht ausschlieBliche Bindung des AO an Nucleopro- 
teide. 


Tab. 1—3. Protokolle der abgestuften pH-Reihen. Die Farbstoffkonzentrationen 

betragen fiir Diachrome 1 : 1000 und fiir AO 1 : 5000. Die Farbungsintensitaét wird 

dadurch ausgedriickt, daf® + sehr schwache, +++-+-+ maximale Anfarbung be- 

deuten. In den Tabellen sind die MeBergebnisse vor und nach der fermentativen 
Entfernung der Ribonucleinsiure zusammengestellt. 
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Tab. 1. Stamm 30, 2 Tage alt, auf Glycerinagar gewachsen. 
Streptomyces aureofaciens (Duggar) 





Vor Ribonucleaseeinwirkung 
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Tab. 3. Saccharomyces cerevisiae, 3 Tage alt, auf Malzagar gewachsen. 
Saccharomyces cerevisiae 
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Die Tabellen 1—3 zeigen nun deutlich, da nach der Entfernung der 
RNS eine Verschiebung des IEPy zum Neutralpunkt hin stattfindet. Bei 
den zehn untersuchten Stémmen traten keine wesentlichen Unterschiede 
auf, so da es geniigt, die Ergebnisse von zwei Stammen (Stamm 30 und 
Streptomyces aureofaciens) mitzuteilen. Als Vergleichsobjekt wurde wieder 
Saccharomyces cerevisiae gewahlt. So verschob sich der IEPy bei 


Streptomyces aureofaciens. . . . von pH 2,4 nach pH 3,7 
PRETO. cc eras 5 be he eg eos 35 


” ” 


Saccharomyces cerevisiae ... . we «= 


Das entspricht einer durchschnittlichen Anderung des IEPy um 1,4 pH 
bei den Actinomyceten und 1,8 pH bei der Hefe. Leider war es nicht 
méglich, eine sichere Aussage iiber einen eventuellen Gradienten zu machen, 
da der Umschlag innerhalb eines gréReren pH-Bereiches erfolgte. Man 
hatte jedoch den Eindruck, daB die gleiche Tendenz wie bei dem unbe- 
handelten Praparat vorhanden ist, wenn auch sehr abgeschwacht. Setzt 
man voraus, daft keine anderen Stoffe mit saurem Charakter vorliegen, 
so darf man mit Vorbehalt sagen, daf sich die RNS bei ihrem Einbau in 
das Cytoplasma im Sinne einer Erniedrigung des IEPy auswirkt und da 
der neu gefundene IEPy derjenige der Eiweifk6rper ist. 


Zusammenfassung 


An fixierten Actinomyceten wurden [EPy-Bestimmungen mit Hilfe der 
firberischen Methode von Pischinger (1926) durchgefiihrt. Als Farb- 
stoffe dienten Diachrome und das Fluorochrom Acridinorange. Verglei- 
chende Untersuchungen beweisen die vorziigliche Eignung von Acridin- 
orange fiir derartige Untersuchungen. Die Ergebnisse sind: 
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1. Die IEP y der untersuchten Actinomycetenstamme liegen allgemein 
zwischen pH 2,0 und pH 3,0. Die einzelnen Stamme haben unterschiedliche 
IEP-Werte, die spezifisch zu sein scheinen. 

2. Mit zunehmendem Alter der Kolonieteile sinkt der IEPy-Wert ab. 
Somit besteht ein Longitudinalgradient beziiglich des IEPy von den jiing- 
sten zu den dltesten Kolonieteilen. 

3. Die Bedeutung der Ribonucleinsiure fiir den IEPy wird untersucht. 
Zu dem Zweck wird durch Anwendung des Fermentes Ribonuclease die 
RNS entfernt. Basische Farbstoffe farben danach kaum noch; das Fluoro- 
chrom Acridinorange wird jedoch noch deutlich gespeichert, wenn auch die 
gleiBende Rotfluoreszenz der vollen Sattigung nicht erreicht wird. 

4. Nach der fermentativen Entfernung der RNS wird der IEPy um 
durchschnittlich 1.4 pH zum Neutralpunkt hin verschoben. Mit Vorbehalt 
darf man sagen, daff dieser neue IEPy derjenige der Eiweifk6rper ist. 
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1. Introduction 


Distinction between the living, the injured, and the dead condition is 
necessary in phytotoxicity studies. The various criteria that have been 
employed include plasmolyzability, accumulation of vital dyes, respiratory 
activity, and obvious necrosis—flaccidity, darkening, and abnormal growth. 
Plasmolysis is generally considered dependable; cells that give this re- 
sponse are alive; with few exceptions those that do not are dead. It gives 
almost immediate results, provides evidence of injury, and permits ob- 
servation of individual cells. The method is, however, tedious, and it 
permits only limited sampling of material. 

For some plants wilting and necrosis do not develop immediately, and 
there is difficulty in recognizing dead tissue. Such a plant is Anacharis 
canadensis (Elodea canadensis), a submerged aquatic that is useful in 
toxicity tests. Its thin leaves permit rapid equilibrium with the external 
solution, and absence of stomata eliminates a disturbing factor encountered 
in studies of leaf penetration of chemicals. 

Since tetrazolium salts were first employed by Kuhn and Jerchel 
(1941) as vital dyes, they have been utilized in many ways to test the 
respiratory activity, and hence vitality, of cells, tissues, and organisms 
(Smith, 1951). Living cells reduce the colorless dye, 2,3,5-triphenyl- 
tetrazolium chloride (TTC), to a water-insoluble red formazan. In 
Anacharis the leaves and stems become red, at times completely masking 
the green pigments. Dead cells de not react. The TTC reaction in this 
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plant has been shown to be a promising method in toxicity studies (van 
der Zweep, 1954: Currier and Peoples, 1954). Vander Zweep 
(1954) made the procedure quantitative by extracting the formazan with 
methanol, and determining the amount colorimetrically. 


2. Materials and Methods 


Anacharis was continuously grown in concrete tanks in the greenhouse. 
A layer of soil covered the bottom of the tanks, which were constantly 
irrigated with tap waiter. 

Seven herbicidal chemicals were chosen to represent different types of 
compounds: benzene. maleic hydrazide (diethanolamine salt), disodium 
3,6-endoxohexahydrophthalate (Endothal), sodium trichloroacetate (TCA), 
sodium 2,4-dichlorophenoxyacetate (2.4-D), ammonium 4,6-dinitro-ortho- 
secondary-butylphenate (DNSBP), and _ 3-(p-chloropheny!)-1.1-dimethy! 
urea (CMU). Solutions were prepared using tap water, and, solubility 
permitting, varied in concentration 0.1 M, 0.01 M, 0.001 M, etc. Difficultly- 
soluble benzene and CMU were prepared as saturated solutions and diluted 
to 0.1 sat’d, 0.2 sat’d, etc. The pH range was 7.7 + 0.2, except for Endothal 
at 0.1 M (pH 9.2). The tap water contained, as principal solutes: 
anions—NO,— 10 ppm, Cl- 20 ppm, SO,- 32 ppm, HCO,- 397 ppm. 
CO,= 0 ppm: cations—Na* and K+ 46 ppm, Mg++ 51 ppm, Cat+ 33 ppm. 


Its specific conductance was 630 mhos at 23° C., and the pH was 7.7. 


Five 3-inch shoot segments (terminal portion excluded) of Anadcharis 
were incubated, with gentle agitation, for 24 hours in one liter of solution 
at 25°C. in weak light. Jars containing benzene solutions were capped: 
the others were not. Representative leaves were removed and plasmolyzed 
in a 9 to 1 volume mixture of 0.5M KNO, and 0.5M Ca(NO,).. Micro- 
scopic observation followed after 30-60 minutes. After mounting the 
leaves on slides, cover slips were ringed with paraffin oil. Other leaves 
were mounted in tap water for study. Each group of shoots was then 
transferred to 200 ml. of 0.05% TTC solution, pH 7.6-7.8, prepared with 
tap waiter. Comparable results were obtained with 0.05% TTC in double- 
distilled water containing 0.01M phosphate mixture pH 7.6 (1~4 ratio of 
KH,PO, and K,HPO,). After 16 hours in the dark at 23°C., visual 
estimates of red color intensity were recorded. Again representative leaves 
were removed, and studied both with and without plasmolysis as before. 

To determine what effect prior plasmolysis would have on TTC re- 
duction, shoots were immersed in a graded series of sucrose solutions. 
After 30 minutes, sufficient TTC was added to these solutions to make a 
0.05% concentration. After 16 hours, microscopic observations were carried 
out as before. In another procedure, leaves were treated with the sucrose 
series as above, but after 30 minutes they were slowly deplasmolyzed by 
adding water over a period of an additional 30 minutes. They were then 
transferred to 0.05% TTC solution containing no sucrose, and the reaction 
studied as before. 
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3. Results 


Data obtained in connection with treatment with herbicides are shown 
in Table 1. With the exception of maleic hydrazide, all of the poisons 
appeared to exert comparable effects on plasmolyzability and TTC re- 
duction. That is, cells that would plasmolyze possessed the capacity to 


Table 1. Responses of Anacharis leaves to TTC and to plasmalyzing solutions, 
following treatment with various herbicides, 


Cone. Plasmolysisl Formazan Plasmolysis I] Location 
Herbicide M/L Type Extent Produced Type Extent of 
Formazan 


Benzene 0.0110 
0.0098 
0.0066 
0.0044 
0.0022 


0.1 
0.01 
0.001 
0.0001 


Endothal 0.1 
0.01 ; XX 
0.001 j. XX 
0.0001 XX 
0.00001 XXX 
0.1 j. trace 
0.01 XXXX 


0.001 XXX 
0.0001 } ; XXX 


0.1 - 0 

0.01 v XXX 
0.001 , XXX 
0.0001 N XXX 


DNSBP 0.01 0 
0.001 € 4 trace 
0.0001 j. XXX 
0.00001 XXX 
0.C00001 XXX 


CMU Sat'de i XX 
0.1 sat’d i XXX 


Controls — 3 XXX 


Explanation: 

Plasmolysis I, after 24 hours in herbicide solutions; Plasmolysis II, after an 
additional 16 hours in TTC solution. N = normal, Inj. = injury plasmolysis type; 
Gen. = general occurrence, approx. 100%. 

Formazan produced: 0 = none, X = slight, XXXX = abundant. Location: 
W = cell wall, P = protoplast. 

a = protoplasts collapsing upon plasmolysis. 

b = formazan in leaf bases only. 

c¢ = approx. 0.001 M/L. 
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reduce TTC, and contrariwise. That TTC reduction is not especially in- 
jurious was indicated by the fact that after 16 hours in the solution, cells 
containing formazan would plasmolyze, even those with considerable 
deposits. Infrequently, cells that contained especially large amounts of 
formazan did not plasmolyze and these were assumed to be dead. 

The results with benzene solutions were in accord with the known 
action of low boiling hydrocarbons as non-specific poisons that show a de- 
finite threshold effect (van der Zwee p, 1954; Currierand Peoples, 
1954). As long as the cells were living, they remained capable of reducing 
TTC. Within leaves of Anacharis differences in susceptibility to benzene 
were observed _ bet- 
ween various cells, 
quite comparable to 
other data on physio- 
logical differences bet- 
ween different leaf 
parts (Moder, 1932). 

Maleic hydrazide 
in a concentration of 
0.1M/L markedly in- 
hibited the subsequent 
TTC reaction in cells 
that were plasmolyz- 
able. The inhibition 
was progressively less 
in the more dilute 
concentrations. A de- 
viation from normal 


Fig. 1. Leaf cells of Anacharis canadensis, after 
24 hours in 0.05% TTC solution at 25°C. in the dark, 
then plasmolyzed. Granules of formazan appear on ; : 
. i : plasmolytic behavior 

the ‘inner surfaces of cell walls. Not clearly shown in . Lj | 
was noted in_ the 

the photograph. granules are also present on chloro- " —- ’ ; 
plasts. 1000X. shoots treated with 


Endothal. There was 

swelling of the cyto- 
plasm, a delay in the separation of the protoplast from the wall, and 
anomalous cytoplasmic streaming that continued for some minutes in 
plasmolyzed cells. 

In treatments with TCA, 2.4-D, and DNSBP, there was no deviation 
from the general result: plasmolyzable cells would reduce TTC, and cells 
having reduced TTC to formazan would plasmolyze. No response te CMU 
was noted, except that the saturated solution seemed to slightly depress 
formazan formation. 


» 


The cellular location of the formazan is of considerable interest. With 
low magnification the first detectable color appeared to develop on the cel! 


wall. Later, the walls became more deeply colored, and, in some treat- 
ments, formazan appeared in the form of fine granules dispersed in the 
cytoplasm or located on the surface of chloroplasts. Longer treatments, 
e.g., 48 hours, produced in addition larger deposits of varying shapes in 
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the cytoplasm. Upon plasmolysis the cell walls remained red, i. e., they 
retained the formazan. High magnification revealed numerous fine red 
granules on the wall surface (Fig. 1). 

Leaves that were plasmolyzed before adding TTC to the sugar solutions 
failed to develop formazan on the cell walls (Table 2). However, formazan 
in the form of small granules appeared in the cytoplasm and on chloro- 
plasts later, as in unplasmolyzed cells, the amount decreasing with in- 
creasing sugar concentration. In the 1 M solution the cells were dead when 
examined after the 16 hours of treatment. 


Table 2. Effect of plasmolysis on reduction of TTC by Anacharis leaf cells. 


Molarity of Frequency Amount Location 
sucrose in of of of 


TTC solution Plasmolysis Formazan Formazan 


o 


XXX W + 
XXX W - 
XXX 
XXX 
XX 
Xx 
X 
trace 
0 


Se Se Se Se ee 
SOD wWRH 


Meaning of abbreviations given in Table 1. 
* trace only. 


Cells plasmolyzed and slowly deplasmolyzed before treatment with 
TTC exhibited the same inhibition of formazan reduction as noted in the 
plasmolyzed cells. Again, there was no wall coloring where the concen- 
tration of sugar in the plasmolyzing solution had been in excess of 0.4 M. 
As before, cells that had been plasmolyzed by 1M sucrose solution failed 
to survive the TTC treatment; all others remained plasmolyzable. 


4. Discussion and Conclusions 


The general agreement between plasmolysis and TTC reduction in- 
dicates that the TTC method can be used in toxicity tests as a criterion of 
injury or death where Anadharis is the test plant. However, since certain 
conditions and chemical substances may inhibit the TTC reaction, as was 
noted for maleic hydrazide, the plasmolytic test should always be employed 
as a check method. 

The appearance of formazan on the cell wall suggests that TTC 
reduction occurred at the protoplast surface or in plasmodesmata. Other 
workers have pointed out that the location of formazan is not necessarily 
the site of reduction, since the oil-soluble reduction product tends to ac- 
cumulate in lipid phases of the cell (Betz, 1953; Preuner et al, 1952; 
Weibull, 1953; Ziegler, 1953). 


While, therefore, there is no definite proof, it seems entirely possible 
that the reduction occurred at the ectoplast-cell wall interface. No oil 
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droplets are visible there: the formazan occurred as granules, not uniformly 


colored droplets: later, deposits were noted both on chloroplasts and in 
the cytoplasm, but wall coloring occurred first. If the reduction occurred 
in the cytoplasm, with diffusion of the formazan to the ectoplast, one 
should expect accumulation on the walls of other plants. To the authors’ 
knowledge, neither the cell wall nor external protoplasmic surface has 
been reported as the site of tetrazolium reduction in any type of cell. 
However, the evidence for the existence of enzymes in the outer membrane 
of plant cells is increasing (Rothstein, 1954). Ziegler (1953) showed 
that in TTC reduction by several types of plant cells, formazan appears 
first in the microsomes, then in chloroplasts, if present, and finally as 
crystals in the cytoplasm. Visible lipid droplets are known to markedly 
accumulate the formazan (Dufrenoy and Pratt, 1948: Ziegler, 1953). 
Dyar (1953) found that reduction of “blue tetrazolium” (ditetrazolium) 
to a blue-black diformazan in several kinds of green plant tissues, includ- 
ing Anacharis canadensis leaves, also occurred as round granules in the 
chloroplasts and sometimes in the cytoplasm. The tests were carried out 
in an anaerobic atmosphere and in the light, so that the results are not 
directly comparable to the present findings. 

The fact that plasmolysis does not displace formazan deposits on the 
cell wall suggests that either a) the membrane or a portion of it is retained 
by the wall, or b) the wall, especially the inner surface, contains a proto- 
plasmic component. The available evidence does not support the possi- 
bility that the deposits coincide with the position of plasmodesmata in 
Anadharis. More definite conclusions as to the exact location of the 
granules must await further study of the cell wall in this plant. With 
respect to other species, Dufrenoy and Pratt (1948) treated excised 
sugar cane culms with TTC by placing their bases in a 0.5% solution, the 
dye being carried up in the transpiration stream. Formazan was detected 
in the region of the plasmodesmata, and the accumulation was especially 
pronounced at the pores of the sieve plates. Other deposits were observed 
in the cytoplasm and amyloplasts. 

Failure of formazan to appear on the walls of plasmolyzed cells in- 
dicates that normal contact of the protoplast is essential. Failure of 
formazan to appear on walls of deplasmolyzed cells indicates that plas- 
molysis must have disturbed the intimate contact between the wall and 
protoplast. Certainly plasmodesmata are ruptured in the process, but it 
is not known if this is the reason for the inhibition. 

The inhibition of the TTC reaction by maleic hydrazide is in accord 
with observations of Isenberg et al (1951) on a similar phenomenon 
observed in onion bulb tissue. These authors suggested that MH inhibits 
growth by blocking dehydrogenase activity, and it is such enzymes that 
have been postulated to be important in the reduction of TTC (Mattson 
et al, 1947), although there is also much evidence that a cellular enzymatic 
step following dehydrogenation is responsible for the reaction (Brodie 
and Gots, 1952; Shelton and Schneider, 1952; Kuhn and Linke, 
1952). Of interest in this connection is Ziegler’s (1953) report that 
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monoiodoacetate at 0.01 M completely inhibited the TTC reduction in onion 
epidermis, where the cells continued to exhibit normal plasmolytic 
behavior. Under these conditions the TTC method obviously fails as a 
criterion for distinguishing living from dead cells. 


5. Summary 


The plasmolytic method and the triphenyltetrazolium chloride (TTC) 
reaction were compared as criteria of vitality in Anacharis canadensis, 
following treatment with 7 different types of herbicides. In general there 
was good agreement between the two methods. Cells that were plas- 
molyzable exhibited the capacity to reduce TTC, and contrariwise. Maleic 
hydrazide, as an exception, inhibited the TTC reaction in varying degree 
according to concentration. 

Usually formazan first appeared on the cell walls. Later, it appeared 
as granules deposited in the cytoplasm or on chloroplast surfaces. 

The walls of cells in a plasmolyzed condition did not become colored: 
however, formazan was produced in the cytoplasm and on chloroplasts, 
the amount decreasing with increasing molarity of plasmolyticum. Cells 
deplasmolyzed before the TTC treatment showed the same inhibition of 
wall coloring as plasmolyzed cells. 

The observations suggest that in Anadharis considerable TTC-reducing 
activity is located at the outer surface of the protoplast. Plasmolytic in- 
hibition of the TTC reaction in Anacharis may be due to disruption of the 
structural entities in the surface responsible for the reaction. 
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Uber den Einflu8 des Zinks auf das Pflanzenwachstum 


Von 


Walter Baumeister 


Botanisches Institut der Universitat Miinster in Westfalen 
Mit 7 Textabbildungen 
(Eingelangt am 8. Februar 1955) 


Erstaunlich friih, und zwar bereits 1869, wies Raulin nach, daf das 
Wachstum von Aspergillus niger durch Zink geférdert wird. Fiir die 
hdheren Pflanzen war es dann M azé (1914), der auf Grund seiner Unter- 
suchungen mit Mais erkannte, daB das Zink auch fiir diese Pflanzen un- 
entbehrlich ist. Trotz dieser friihen Erkenntnisse ist die Frage nach der 
Notwendigkeit des Zinks fiir die Pflanzen lange Zeit umstritten gewesen. 
Eine wirkliche Klarung wurde zuerst hinsichtlich der Bedeutung des Zinks 
fiir das Wachstum von Mikroorganismen erzielt. Hier wurde fiir Asper- 
gillus niger durch Steinberg (1919, 1920, 1936 u. a.), Bortels (1927), 
Roberg (1928, 1931) und Metz (1930) der Beweis erbracht, da das Zink 
fiir diesen Pilz unentbehrlich und als Nahrstoff anzusehen ist. Damit war 
auch die Frage geklart, die lange umstritten war, ob das Zink nur die 
Rolle eines Reizmittels spielt oder ob dem Zink der Charakter eines echten 
Nahrstoffes zukommt. Der giinstige Einflu@ des Zinks bei Aspergillus niger 
wirkt sich vor allem auf die Mycelentwicklung aus. Nur mit Zink wird, 
wenn wir von der Steigerung der Stoffproduktion schlechthin absehen, die 
typische, auf der Nahrlésung schwimmende, feste und mehr oder weniger 
gewellte Myceldecke gebildet, wahrend der Pilz ohne Zink einmal schlecht 
wachst und zum anderen schleimige, untergetauchte Mycelmassen ent- 
wickelt. Indirekt wird durch die starke Beeinflussung des Mycelwachstums 
auch die Sporen- und Pigmentbildung gestért. Ein direkter Einflu® auf die 
Bildung des schwarzen Konidienfarbstoffes, wie Bortels (1927) ihn fiir 
das Kupfer nachweisen konnte, besteht hinsichtlich des Zinks nicht. Die 
Wirkung des Zinks auf die Entwicklung von Aspergillus niger ist nach 
Roberg (1928) in gewisser Weise mit der Eisenwirkung gekoppelt. Nur 
mit Eisen zusammen wirkt das Zink giinstig, wahrend bei ungeniigender 
Eisenversorgung das Zink in gréBeren Mengen vor allem das Mycelwachs- 
tum und die Konidienfruktifikation hemmt. 

Protoplasma, Bd. XLV/1 11 
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Die Notwendigkeit des Zinks wurde aber auch fiir andere Pilze be- 
wiesen, so von Rober g (1928) fiir Aspergillus fumigatus und Aspergillus 
oryzae und von Metz (1930) u. a. fiir Aspergillus flavus, Penicillium 
sulfureum, Penicillium luteum. Bei diesen Pilzen wird auch die Bildung 
der Konidienfarbstoffe beeinflu&t. Nur bei ausreichender Zinkversorgung ist 
die Pigmentbildung normal. Das gilt allerdings auch fiir die Versorgung 
mit Eisen und Kupfer. Die einzelnen Wirkungen sind dabei schwer von- 
einander zu trennen. Hier wird daher zweckmafig die Feststellung getrof- 
fen, da® nur bei ausreichender Versorgung der Organismen mit Zink, Eisen 
und Kupfer die Bildung der Konidienfarbstoffe ohne Stérung abliauft. 

Auch Niethammer (1938) konnte nachweisen, da fiir die Farb- 
stoffbildung bei Pilzen Eisen und Zink zusammen notwendig sind. So bildet 
nach diesen Untersuchungen Fusarium oxysporum nur bei Anwesenheit 
beider Elemente den roten und den blauen Farbstoff. Fehlt das Eisen oder 
das Zink, so wird nur der rote Farbstoff ausgebildet. Es sei hier noch an- 
gefiihrt, daB Leonian und Lilly (1940) ein normales Wachstum von 
Phycomyces blakesleeanus nur bei Anwesenheit von Eisen und Zink fest- 
stellen konnten. 

Hinsichilich der Bakterien liegen ebenfalls einige Angaben dariiber vor, 
daB sie Zink benétigen. Bortels (1927) fand, daB Bacterium prodigiosum 
nur dann den Farbstoff Prodigiosin ausbilden kann, wenn ihm Zink im 
Nahrsubstrat zur Verfiigung steht. Es handelt sich dabei bekanntlich um 
Bakterien, die die unter den Namen ,,blutendes Brot“ oder ,,blutende Hostie* 
bekannte Farbung von Brot bewirken. Fiir Bacillus subtilis konnten 
Feeney und Mitarb. (1947) nachweisen, daB sowohl das Wachstum all- 
gemein als auch die Bildung von Subtilin im besonderen zinkabhiangig ist. 

Aus den genannten Beispielen diirfte klar hervorgehen, da wir heute 
den Nachweis der Notwendigkeit des Zinks fiir Bakterien und insbesondere 
fiir Pilze als erbracht ansehen kénnen. Hinsichtlich des Pilzes Aspergillus 
niger hat diese Erkenntnis bereits eine praktische Auswertung erfahren, 
da der Pilz fiir eine quantitative Bestimmung des Zinkgehaltes von Kultur- 
béden Verwendung findet. Es sei in diesem Zusammenhang auf die Arbeit 
von Stapp und Wetter (1953) verwiesen, die auch ein umfangreiches 
Literaturverzeichnis bringt. 

Fiir die héheren Pflanzen konnte zunachst der Nachweis erbracht 
werden, daf das Zink in allen Organen zu finden ist. Relativ hoch sind 
stets die Zinkmengen in den chlorophyllfiihrenden Teilen der Pflanzen. 
W ood und Sibl y (1950) geben in dieser Hinsicht an, da bei der Hafer- 
pflanze 20—30% der Gesamtzinkmenge in den Blattern zu finden sind. 

1908 veréffentlichte Javillier eine umfangreiche Liste von Zink- 
analysen, von denen hier aber nur erwahnt werden soll, da® der Zink- 
gehalt der Galmeipflanzen sehr hoch ist. Daneben wurde auch in den 
Coniferen ein hoher Zinkgehalt festgestellt. Neuere Analysen, vor allem 
auch von Nahrungsmitteln, stammen von Berg (1925), Bertrand und 
Benzon (1928) und Schwaibold und Nagel (1939). In der Tab. 1 
ist eine Auswahl der Analysenergebnisse zusammengestellt worden. 

Ein Vergleich der gefundenen Zinkwerte mit den entsprechenden Zahlen 
fiir das Kupfer ergab bei den Analysen von Schwaibold und Nagel 
(1939) fiir das Zink die wesentlich héheren Werte. Berg (1925) berichtet 
iiber ahnliche Feststellungen beim Vergleich des Zink- und des Mangan- 
gehaltes. Er fand im Spinat sowie in griinen Bohnen 20mg ZnO in 100¢ 
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Substanz und damit Mengen, die die entsprechenden Zahlen fiir das Mangan 
iibersteigen. 


Tab. 1. Zinkgehalte in verschiedenen héheren Pflanzen, Werte in mg/kg Substanz. 





Pflanzenteile Zinkmenge Autoren 





Fruchtfleisch bei: 

Pfirsich, Aprikose, Pflaume. ... . unter 1 Bertrand und Benzon 
[gee ead ale eek pe Se nies La hy 0,2—0,9 

WOMNREOU Sie ks SS el 0,9 Schwaibold und Nagel 
TINIOORE = oo See os x Ses 2,5 


Wurzeln von: 


Karotten, Radieschen 


Blatter von: 
Karotten, Luzerne . 
Radieschen 
Kopfsalat . 
Rapunzel . 

Eiseme Bertrand und Benzon 
Spinat 
Zwiebeln: 
Knoblauch 
Kiichenzwiebel 


Samen bzw. Friichte: 





CeGrONIGONIGE. fine ee a se 12—19 
Open EORNO e556 <0) wee 28,0 
RUNING Sse Sse sar ae aa 80,0 Schwaibold und Nagel 
Roggenkeimlinge. ......... 205,0 
SRNR go dS a ahora ial ee ele 20,0 
VLC ESRI Oe sale aS oi Carr ck hae Wie be 23,0 
PEL SEM 15 Toe Tol TAL ca ey ae Roe lana 24,5 
MRM tak Sah Seat aren site, gic sameness 44,5 


Bertrand und Benzon 
Bohne 


Andere Lebensmittel: 


Banane, Blumenkohl, Tomate . 





Bohnen, griin . 


1 a ee alt Re RN E Schwaibold und Nagel 
Spinat 


Besonders angereichert ist der Zinkgehalt von Pflanzen, die auf zink- 
reichen Boden wachsen. So konnie bereits F re y ta g (1868) in einem inter- 
essanten Versuch nachweisen, da der Zinkgehalt der Pflanzen durch eine 
Zinkdiingung sehr stark ansteigt. Wahrend in den Pflanzen normaler 
Béden kein Zink mit den damaligen Methoden nachgewiesen werden konnie, 


11* 
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wurden in den Blattern der Pflanzen, die auf einem Boden mit 0,2% ZnO 
kultiviert worden waren, folgende Zinkmengen bestimmt: 


Mais. .... . . 0,65% 
rater... ost s. OGS ie aia at 
Wie. 5:5 ee ee 


Rogron: ... ... « +. “O7Oy, 


Noch hoéher sind die Zinkwerte in den Galmeipflanzen. Javillier 
(1908) fand in den oberirdischen Teilen von Viola calaminaria Sm. 0,08% 
und von Thlaspi calaminare Lej. 050% Zink in der Trockensubstanz. Die 
Werte fiir die Wurzeln lagen mit 0,13 bzw. 0.74% noch hoher. Bei den 
Galmeipflanzen handelt es sich bekanntlich um Pflanzen von Standorten 
mit einem hohen Gehalt von Galmei (Kieselzinkerz bzw. Zinkspat). Solche 
Boden finden sich in Westdeutschland u. a. in der Nahe von Aachen 
(Schwickerath 1930), in der Nahe von Osnabriick (K oc h 1932) sowie 
bei Blankenrode in Westfalen. Der letztere Standort wird neuerdings auch 
von Schwanitz und Hahn (1954) erwahnt. Typisch fiir diese Stand- 
orte sind vor allem Zinkformen von Viola tricolor (,,Galmeiveilchen“), 
Thlaspi alpestre, Alsine verna, Silene inflata u. a. Als Beispiel fiir den 
Zinkgehalt der Galmeipflanzen seien auch noch die von Risse (zitiert 
nach Baumann |1885}|) fiir Standorte aus der Nahe von Aachen ermittel- 
ten Werte angegeben: 

Thiaspi alpestre. . . . . » «21,30% 

Viola tricolor var. calaminaria 4,28% : 
Armeria vulgaris .... . . 6,27% Sa i She Ae 
Silene wnflata . . ... . . ~ 2,66% 


Weitere Werte fiir die Zinkgehalte von Galmeipflanzen hat von 
Linstow (1929) aus der Literatur zusammengestellt. In eigenen Ver- 
suchen (Baumeister 1954) konnte am Beispiel von Silene inflata Sm. 
nachgewiesen werden, daB die Zinkform dieser Art die hohen Zinkmengen 
nicht nur ertragt, sondern da unter dem EinfluB relativ hoher Zinkgaben 
das allgemeine Wachstum und auch die Photosynthese sogar geférdert 
werden. Das gilt auch dann noch, wenn kein Originalsaatgut vom Stand- 
ort, sondern Saatgut aus Sand- oder Wasserkulturen im Versuchsgewachs- 
haus verwendet wurde. In der Tab. 2 sind einige Ergebnisse dieser Ver- 
suche zusammengestellt worden. 


Tab. 2. Einflu? des Zinks auf die CO2-Assimilation und Atmung bei Silene in- 
flata Sm. (Zinkform vom Silberberg bei Osnabriick). 





CO,-Assimilation 
Versuchs- Temp. im Atmung a ‘ad eae ies een i 
datum 1953 URAS sed eee PP. 


Zinkgabe in mg 
Zn/l als ZnSO, + 
+ 7H,0 





in mg CO, Std. dm? 





Ohne Zink. .. . 17./20. 6. 21°C 1,13 2,93 4,06 
meen. 8 xs 17./20. 6. 21°C 1,00 2,92 3,92 
100me ZA... 18. 6. 21°C 0,86 3,67 4,53 


Zinkpflanzen zeigen auch im Habitus charakteristischhe Abweichungen. 
Jensch (1894) beschrieb bereits fiir Galmeipflanzen aus Schlesien einen 
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gestauchten Wuchs der Pflanzen. Besonders auffallig waren die morpho- 
logischen Unterschiede zwischen Normal- und Zinkformen bei Tussilago 
Farfara L. und Polygonum aviculare L. Abgesehen vom allgemeinen kiim- 
merlichen Wudchs stellte Jensch eine bemerkenswerte Sprédigkeit beim 
Sprof und bei den Blattern fest. Die Wurzeln waren knotig verkriimmt, 
und den Blattern von Tussilago Farfara L. fehlte auf der Unterseite der 
normalerweise vorhandene Haarfilz. Die iibliche herzformige Umrifform 
war nach rundlich oder langlich abgeandert. Bei den Bliitenstielen fiel auf, 
daf sie gedreht waren, und die Farbe der Bliite war tiefgelb. Auch bei 
Polygonum aviculare L. wurden noch Besonderheiten beobachtet, so eine 
starke Verdickung an den Veriastelungen, eine mangelhafte Beblatterung 
und haufig ein Einrollen der Blatter. Die Bliiten waren langgestielt und 
die Bliitenkelche purpurrot gerandert. 





Abb. 1. Silene inflata Sm. in Wasserkultur mit normaler Zinkversorgung. Zweite 
Generation. Links Zinkform von einem Galmeistandort, rechts Normalform. 


Bei Silene inflata Sm. konnte ich nachweisen (Baumeister 1954), 
daf der niederliegende, rasenbildende Wuchs der Zinkform auch dann noch 
in Erscheinung tritt, wenn die Pflanzen aus Saatgut gezogen wurden, das 
nicht mehr vom Standort stammte (Abb. 1). Es ist daher méglich, da die 
Anpassung der Galmeipflanzen an den hohen Zinkgehalt der Boden bereits 
erblich fixiert ist. 

Schwanitz und Hahn (1954) berichten iiber Galmeipflanzen, die 
aus Saatgut vom Galmeipflanzenstandort Blankenrode in Westfalen ge- 
zogen worden waren. Sie stellten an Viola lutea Hudson, Alsine verna L. 
und Silene inflata Sm. ebenfalls fest, da& die auf zinkhaltigen Boden 
wachsenden Formen kleiner und zierlicher im Wudhs sind, kleinere Epider- 
miszellen und teilweise auch kleinere Zellkerne in den Epidermiszellen als 
die Normalformen aufweisen. 

Daf aber nicht nur die Zinkvarietiten der Galmeistandorie Zink fiir 
ein normales Wachstum benétigen, sofern man die festgestellten Abande- 
rungen als normal bezeichnen will, sondern auch die Pflanzen anderer 
Standorte, darf als bewiesen angesehen werden. Einmal konnten u. a. 
Sommer und Lipman (1926) und Sommer (1928) bereits experimen- 
tell durch Kulturversuche mit Gerste, Buchweizen, Bohnen und Sonnen- 
blumen (Abb. 2) die Unentbehrlichkeit des Zinks nachweisen. Zum anderen 





138 W. Baumeister 


sind zahlreiche Krankheitserscheinungen als Zinkmangelsymptome erkannt 

worden. Die wichtigsten auRerlich sichtbaren Erscheinungen sind: Verklei- 

nerung von Sprof und Blattern (Zwergwuchs), Rosettenbildung durch Ver- 

kiirzung der Internodien (,,rosette*), Absterben der Spitzen junger Triebe 

(die back“) sowie eine Chlorose der Blatter. Es kénnen hier naturgemaf 

nur die wichtigsten Erscheinungen beschrieben werden. Zudem haben wir 

allen Grund zur Annahme, daf es noch viele Symptome von Zinkmangel 

bei Kulturpflanzen gibt, die nicht erkannt worden sind. Barnette und 

Warner (1935) beobach- 

teten helle gelbe Streifen 

zwischen den Adern der 

Blatter von Maispflanzen 

— bekannt als ,,white bud* 

— und in schweren Fallen 

ein Absterben der Blatter 

unter dunkelbrauner Ver- 

farbung (Abb. 3). Absterben 

der ‘Triebspitzen junger 

Pflanzen, bronzene  Blatt- 

fleckung und die Ausbil- 

dung von Blattrosetten wa- 

ren die Folge des Zink- 

mangels beim Flachs. Beob- 

achtet wurde weiter die 

Entwicklung neuer Seiten- 

triebe von der Basis her 

nach Schadigung der Haupt- 

triebe (Millikan 1946, 

Smith 1948). Zinkmangel- 

kranke  Tomatenpflanzen 

wiesen Zwergwuchs_ der 

Blatter (.little leaf‘), ein- 

gerollte Blatispreiten, Chlo- 

roseerscheinungen sowie eine 

nach unten gerichtete Kriim- 

mung der Blattfiedern auf 

(Reed 1939), Dariiber hin- 

Abb. 2. Sonnenblumen in Wasserkultur. Links @US wurden von Eltinge 

mit und rechts ohne Zink (aus Sommer and und Ree d (1940) charakte- 

Lipman 1926). ristische Symptome an den 

Wurzeln = zinkmangelkran- 

ker Tomatenpflanzen beob- 

achtet. Hinter der meristematischen Zone stellten sie Anschwellungen fest. 

die mit Biischeln vielfach unregelmaBig gestalteter Wurzelhaare besetzi 

waren und aus denen bevorzugt Seitenwurzeln hervorbrachen. Die Spitze 

der Hauptwurzeln starb vielfach ab, die weitere Verlangerung des Wurzel- 

systems wurde dann von den Seitenwurzeln iibernommen, die aber eben- 
falls bald Zinkmangelerscheinungen aufwiesen. 


Bei Kartoffeln wurden Zinkmangelerscheinungen von Terman und 
Hawkins (1948) beschrieben. Sie stellten fest, daB sie besonders auf Fel- 
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dern auftreten, die langere Zeit ohne Fruchtwechsel mit Kartoffeln bepflanzt 
worden waren. In diesen Fallen wirkte sich eine Zinkdiingung besonders 
gut aus. 


Besonders haufig sind Zinkmangelerscheinungen aber im Wein- und 
Obstbau fesigestellt worden. Dufrénoy (1935) beschreibt eine Form des 
Zinkmangels bei der Weinrebe. Wirtschaftlich besonders nachteilig sind 
in Nordamerika vor allem Zinkmangelerscheinungen in den Citruskulturen, 
die in der amerikanischen 
Literatur als ,mottle leaf* 
oder als ,,frenching“ be- 
zeichnet werden, wobei die 
erste Bezeichnung bevorzugt 
in Kalifornien und die an- 
dere in Florida gebrauchlich 
ist. Gerade die Zinkmangel- 
erscheinungen bei Citrus- 
biumen sind sehr eingehend 
untersucht und_ beschrieben 
worden. Hier kénnen nur 
die wichtigsten Arbeiten an- 
gegeben werden, wobei ge- 
sagt werden muff, daf 
in ihnen erganzend auch 
die Zinkmangelerscheinun- 
gen bei anderen Obsi- 
biumen, wie Aprikosen 
(Abb. 4) und  Pfirsichen, 
mitbehandelt werden. Ge- 
nannt werden sollen die 
Arbeiten von: Chandler 
und Mitarb. (1931, 1932, 

1933, 1934), Hoagland 

und Mitarb. (1936), Par- 

ker (1934, 1936, 1937, 1938), 

Haas (1936), Chapman 

und Mitarb. (1937) u.a. Bei 

den Citrusbiumen dAufert 

sich der Zinkmangel in Abb. 3. Zinkmangelsymptome an einer Mais- 
Form von Zwergwuchs der pflanze (aus Barnette and Warner 1935). 
Blatter, Rosettenbildung 

und einer gescheckten Chlorose (..mottle leaf“) (Abb. 5). Fiir den amerika- 
nischen Gartenbau sind noch von Bedeutung die Zinkmangelerscheinungen 
beim Hickorynufbaum, bekannt als pecan rosette“ und beschrieben u. a. 
von Alben und Mitarb. (1932) sowie von Finch (1936), und die als 
wbronzing* bezeichneten Erkrankungen bei den tung-oil-Baumen (Mowry 
und Camp 1934, Newell und Mitarb. 1935). 


Fiir europiaische Verhiltnisse sind Zinkmangelerscheinungen bei Apfel- 
baumen naturgema® von besonderem Interesse. Sie sind im wesentlichen 
den Symptomen gleich, die bisher fiir Obstbaiume beschrieben wurden, wie 
die Arbeiten von Bould und Mitarb. (1949) und von Chabannes und 
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Mitarb. (1950) ergeben haben. Uber die Verbreitung des Zinkmangels im 

europaischen Obstbau hat Mulder (1948, 1950) berichtet. In Deutschland 

ist das Auftreten von Zinkmangelsymptomen wohl verschiedentlich beob- 

achtet worden. Berichte dariiber sind mir aber nicht bekannt, mit Ausnahme 

einer Arbeit von Kastendieck (1948), in der iiber das Auftreten von 

Zinkmangel an Apfelbiumen in der Nahe der Versuchsstation Limburger- 
hof der BASF in der Pfalz Mitteilungen gemacht werden. 

DaR die geschilderten 

sichtbaren morphologischen 

Veranderungen _tatsichlich 

auf Zinkmangel zuriickzu- 

fiihren sind, wurde einmal 

u. a. von Chabannes 

u. Mitarb. (1950) und von 

Viets und Mitarb. (1953) 

dadurch bewiesen, daB sie 

in den Blattern kranker 

Pflanzen einen  deutlich 

niedrigeren Zinkgehalt als 

in den Blattern gesunder 

Pflanzen feststellten. Zum 

anderen erbrachten u. a. 

Chapman und Mitarb. 

(1937) den Beweis, indem 

es ihnen gelang, ,,mottle- 

leaf“-Erscheinungen durch 

kiinstlichen Zinkmangel an 

in Wasserkultur heran- 

gezogenen Citruspflanzen 

hervorzurufen. _Dariiber 

hinaus konnten’ kranke 

} € Pflanzen durch eine nach- 

trigliche kiinstliche Zink- 

€ € versorgung wieder geheilt 

werden. In Kalifornien, wo 

. ~mottle-leaf“-kranke Ci- 

€: € trusbaume sehr haufig auf- 

treten, verfiigen die Boden 

Abb. 4. Zinkmangelsymptome bei Aprikosen (aus iiber eine ausgepragte Fa- 

Chandler 1937). higkeit zur Zinkfestlegung, 

so daB in diesen Gebieten 

eine indirekte Versorgung 

der Pflanzen mit Zink auf dem Wege einer Diingung mit Zinksalzen 

meist nur zu geringen Erfolgen fiihrt. Besser bewahren sich daher 

direkte Methoden. Diese kénnen darin bestehen, da die Blatter mit 

Zinksulfatlésungen bespriiht werden, was gute Erfolge zeitigt, oder sie 

bestehen in der Einfiihrung von Zinksulfatkristallen in die Stamme kran- 

ker Biume (Parker 1934 u. a.) bzw. in einem Einschlagen verzinkter 

Nagel in die Stimme (Chandler und Mitarb. 1934 u. a.). Diese zuletzt 

genannten Methoden sind aber nicht ungefahrlich, da durch 6rtliche toxische 

Konzentrationen an Zink haufig Schaden am Saftholz bewirkt werden. 

Diese Gefahr wird verstarkt durch die geringe Beweglichkeit des Zinks in 
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der Pflanze. In dieser Hinsicht ist auch die Feststellung von Wood und 
Sibly (1950) wichtig, da® der recht hohe Gehalt der Blatter an Zink in 
den absterbenden Blattern verbleibt und nicht vorher zur Versorgung jun- 
ger Blatter mobilisiert wird. 

Es sei noch berichtet, daf die Erscheinung von .mottle leaf“ an Citrus- 
baiumen durch aufere Faktoren verstirkt werden kénnen. Nach C ha p- 
man und Mitarb. (1937) tritt die Krankheit bei voller Belichtung starker 
als bei schwacher Belich- 
tung in Erscheinung, wie 
die genannten Autoren 
in Gewachshausversuchen 
feststellen konnten. Diese 
Beobachtung stimmt mit 
Erfahrungen aus dem 
Freiland iiberein, nach 
denen die Blatter zink- 
mangelkranker -Citrus- 
biume starker gescheckt 
sind, wenn sie auf der 
Siidseite der Baumkronen 
inseriert sind. Die Blatter 
der Nordseite zeigen ent- 
sprechend die geringeren 
Schiden. In dieser Hin- 
sicht bestehen iibrigens 
gleichartige Erfahrungen 
beim Eisenmangel. 

Einen Einflu& auf das 
AusmaB von Zinkmangei- 
symptomen scheint auch 
die Hohe der Stickstoff- 
und Phosphatdiingung zu 
haben. Daf hohe Stick- 
stoffgaben das Auftreten 
von Zinkmangelsymp- 
tomen férdern, geben 
Chandler und Mitarb. 

(1932) sowie Chapman Abb. 5. Symptome von .mottle leaf* an einem 


und Mitarb. (19357) an. Orangenzweig (aus Reed and Dufrénoy 1935). 
Letztere berichten auch 


iiber gleiche Wirkungen 

hoher Phosphatgaben, Feststellungen, die fiir Flachspflanzen von 
Loneragan (1951), nicht aber von Millikan (1946) bestatigt werden. 
Ob hier eine echte Beeinflussung der Zinkversorgung der Pflanzen durch 
die Phosphatdiingung vorliegt, mu noch geklart werden, da immerhin die 
Moglichkeit nicht ausgeschlossen ist, daB der akute Zinkmangel durch Aus- 
fallungen bedingt wird. 

Die bisher beschriebenen morphologischen Symptome bei Zinkmangel 
sind durch zahlreiche histologische, cytologische und cytochemische Unter- 
suchungen erginzt worden. Trotz vieler und sicherlich wertvoller Einzel- 
erkenntnisse ist aber durch diese Untersuchungen die Frage nach der ent- 
scheidenden physiologischen Wirkung des Zinks nicht gelést worden. Bei 
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der Darstellung der in der Literatur vorliegenden Ergebnisse ist eine Voll- 
standigkeit nicht méglich. Es kann nur versucht werden, die wesentlichsten 
Tatsachen hier zusammenzustellen. 

Bei der Untersuchung der Blatter zinkmangelkranker Pflanzen sind in 
allen Fallen tiefgreifende Verainderungen im Mesophyllgewebe beobachtet 
worden. Bei Citruspflanzen fanden Reed und Dufrénoy (1935) eine 
Verkiirzung der Zellen des Palisadengewebes bei auffalliger Verbreiterung 
der Zellen. So wurde die Breite der Zellen bei kranken Blattern mit 0,18 mm 
und bei gesunden Blattern mit 0,009 mm gemessen. Demgegeniiber sind, wie 
Reed (1938, 1939) beschreibt, die Palisadenzellen in den Blittern zink- 
mangelkranker Toma- 
tenpflanzen schmal und 
auffallig verlangert. 
Im Schwammgewebe 
wurde eine wesentlich 
kompaktere — Schich- 
tung der Zellen fest- 
gestellt (Abb. 6). Auch 
bei Klee und Luzerne 

fand Millikan 
(1953) eine VergréRe- 

_ e3 wi ~- rung der Palisaden- 
7 Deegt 0 f zellen bei Zinkmangel, 
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RN Kk of a *..° § so da die Verande- 

Ef ; ' rung des Palisaden- 
gewebes eine durch- 
gingige Erscheinung 
bei zinkmangelkran- 
ken Pflanzen zu_ sein 
scheint. 

Verbunden mit den 
histologischen Verian- 
derungen im Palisa- 
dengewebe sind cha- 
rakteristische Beein- 
flussungen der Chloro- 
plasten. Reed und Dufrénoy (1935) sowie Reed (1938, 1939) beschrei- 
ben, da die Chloroplasten in den geschadigten Blattern klein bleiben, sich 
zusammenballen, vakuolisieren und meistens Oltropfen enthalten, wahrend 
Starke fehlt oder nur wenig vorhanden ist. In den Zellen des Schwamm- 
gewebes fiel der grofe Gehalt an Calciumoxalatkristallen sowie die An- 
haufung dunkler, melaninartiger Massen auf. Im Schwammgewebe wurden 
auch die ersten nekrotischen Erscheinungen beobachtet, die von dort aus- 
gehend sich bis zur Oberseite des Blattes ausbreiten kénnen. 


Abb. 6. Querschnitte durch Tomatenblatter. Links von 
gesunden und rechts von zinkmangelkranken Pflanzen 
(aus Reed 1939). 


In einer spateren Arbeit wiesen Reed und Dufrénoy (1942) nach, 
daf sowohl in den Mesophylizellen der Blatter als auch besonders in den 
postmeristematischen Zellen junger Sprosse Koazervate in den Zellsaft- 
vakuolen auftreten, von denen sie glauben, da es sich um Katechine und 
Phosphorlipoide handelt. Tannin, Fette und Calciumoxalatkristalle wie- 
derum wurden von Eltinge und Reed (1940) in den Zellen der Wurzel- 
spitzen von Tomaten in ungewohnlicher Menge gefunden, wahrend Stirke 
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auch hier fehlte. Alle diese Befunde sprechen fiir eine tiefgreifende Stérung 
der Stoffwechselprozesse in den zinkmangelkranken Pflanzen. Das Auf- 
treten gréRerer Mengen von Tannin machen einige Autoren, wie Reed 
(1941), fiir die gleichzeitig beobachtete Hemmung der Zellteilung in den 
meristematischen Geweben verantwortlich. Es ist aber festzustellen, da die 
Anhiaufung der Tannine keine nekrotischen Erscheinungen zur Folge hat. 

Naheren Einblick in die durch Zinkmangel hervorgerufenen stoffwech- 
selphysiologischen Stérungen gibt die Arbeit von Reed (1946). Hier konnte 
festgestellt werden, da im Phloem- und Rindengewebe unter Zinkmangel 
leidender Tomatenpflanzen eine Anreicherung von anorganischen Phos- 
phaten, Phenoloxydasen 
und Phosphatasen und 
eine Verringerung des 
Gehaltes an  Hydro- 
genasen auftritt. Bei der 
groBen Bedeutung, die 
den organischen Phos- 
phatverbindungen _ be- 
sonders im  Kohlehy- 
dratstoff wechsel zu- 
kommt, ist die Stérung 
des Phosphatumsatzes 
in der Pflanze durch 
den Zinkmangel natiir- r: — r) 
lich sehr  wesentlich. dtunden nach Zn -Zugabe 
Speziell kommt in die- Abb. 7. Einflu® des Zinks auf Chlorophyll- und Zell- 

sem Zusammenhang produktion bei Zinkgabe zu 8 Tage alten Mangel- 
auch der Tatsache Be- kulturen von Chlorella (nach Stegmann 1940). 
deutung zu, da Zink, 
wie Warburg und 
Christian (1943) nachwiesen, die Hemmung des Fermentes Aldolase 
(Zymohexase) durch Cystein aufzuheben vermag. Das Ferment Aldolase 
steuert bekannilich die wichtige Reaktion: 

Fructose-1, 6-Diphosphorsiure 2 Glycerinaldehydphosphorsaure + 

Dioxyacetonphosphorsaure, 
die beim Kohlehydratabbau im Organismus eine bedeutsame Rolle spielt. 
Es sei in diesem Zusammenhang auch erwahnt, da Wood und Sibly 
(1952) die Ansicht vertreten, daf auch das Zinkproteid Carboanhydrase bei 
Zinkmangel in seiner Aktivitat beeinflu®t wird. Das mu nicht unbedingt 
selbstverstandlich sein, da man annehmen kann, daf die zum Aufbau dieses 
Fermentes notwendigen Zinkspuren stets vorhanden sein diirften. 

Die bereits geschilderte starke Beeinflussung der Chloroplasten kann 
naturgemaf& nicht ohne Auswirkung auf den Chlorophyllgehalt und die 
CO,-Assimilation bleiben. Bereits 1940 berichtete Stegmann, daf in 
zinkfrei herangezogenen Chlorella-Kulturen der Chlorophyllgehalt wesent- 
lich vermindert ist. Nach Zinkzufuhr regenerierte sich der Gehalt an Chloro- 
phyll jedoch sehr schnell (Abb. 7). Es ist anzunehmen, daf damit auch eine 
Erholung der Chloroplasten insgesamt verbunden ist. Interessant ist in 
diesem Zusammenhang auch, da Steg mann beobachtete, daf die ge- 
hemmte Zellteilung bei Chlorella erst deutlich spater wieder normalisiert 
wurde. Die Regeneration der Chloroplasten ist also der primaire Vorgang. 
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Uber den Kohlehydratgehalt der Blatter normaler und zinkmangel- 
kranker Pflanzen liegen einige Angaben vor, von denen hier die von 
Reed (1946) mitgeteilten Werte gebracht werden sollen. 


Trocken- Reduzierende ’ 
‘ Rohrzucker Starke 
gewicht Zucker 
Gesunde Tomatenblat- 

ter (0,5mg Zn/l) . . 11,8% 3,75 
Kranke Tomatenblatter 

(ohne Zink) ... . 13,9% 4,17 1,75 


Werte fiir Kohlehydrate bezogen auf das Trockengewicht. 

Bei der Besprechung der Galmeipflanzen wurde auch schon darauf hin- 
gewiesen, daf das Zink die Photosynthese férdert. Diese Tatsache kommt 
auch in den Ergebnissen einiger Versuche zum Ausdruck, die von mir mit 
Tomaten angestellt wurden. Einige Werte dieser Versuche sind in Tab. 3 
zusammengestellt worden. 


Tab. 3. Einfluf# des Zinks auf das Wachstum und die CO2-Assimilation bei Tomaten- 
pflanzen. Beginn der Wasserkultur am 23. September 1953. Bestimmung der Frisch- 
gewichte und der CO2-Assimilation am 10. November 1953. 





Gewicht in g | Lange in cm App. CO,-Assi- 





ee eae ——| milation in mg 
Wurzel SproB | Wurzel | SproB | CO, Std. dm? 





Ohne Zink . . Bf 36,3 24,5 
i mg Zn/1. i 52,1 | 19,0 


Die starke Hemmung des Langenwachstums der Internodien, die in der 
Rosettenstellung der Blatter an den jungen Trieben unter Zinkmangel lei- 
dender Pflanzen ja deutlich in Erscheinung tritt, laBt natiirlich auch Be- 
ziehungen zwischen dem Zink und dem Wuchsstoffgehalt der Pflanzen er- 
warten. Tatsachlich sind in einigen Arbeiten, so in denen von Skoog (1940) 
und Tsui (1948), geringere -Wuchsstoffgehalte bei Zinkmangelpflanzen 
nachgewiesen worden. Dabei war diese Verringerung des Wuchsstoffgehaltes 
bereits zu einem Zeitpunkt nachweisbar, an dem duferlich sichtbare Zink- 
mangelsymptome noch nicht festzustellen waren. Im einzelnen wies Skoog 
nach, daf Zinkmangelpflanzen f-Indolylessigsiure schneller inaktivieren als 
die mit Zink versorgten Kontrollpflanzen. Verbunden damit ist eine héhere 
Oxydationskapazitat der Zinkmangelpflanzen. Bei schwacher Beleuchtung 
oder bei Belichtung mit Rotlicht ist der Wuchsstoffgehalt der Zinkmangel- 
pflanzen héher. Entsprechend wird auch das Langenwachstum weniger 
gehemmt. Das ist eine Feststellung, die mit der bereits mitgeteilten Beob- 
achtung iibereinstimmt, da die Zinkmangelsymptome bei starker Belich- 
tung ausgepragter als bei schwacher Beleuchtung in Erscheinung treten. 
Eine kiinstliche Zufuhr von Wudhsstoff fordert zwar das Langenwachstum 
der Sprosse, vermag aber das Zink als Nahrstoff nicht zu ersetzen, was ein 
erneuter Beweis dafiir ist, da&® das Zink in der Pflanze sehr komplexe 
Funktionen besitzt. Hinsichtlich der Wuchsstoffe vertritt Skoog die An- 
sicht, daB das Zink weniger fiir die Synthese der Wuchsstoffe als fiir die 
Aufrechterhaltung des aktiven Zustandes notwendig ist. 
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Das Zink beeinflu&t, wie Ts ui noch angibt, auch den Gehalt der Pflan- 
zen an Tryptophan. Wuchsstoff- und Tryptophangehalt der Pflanzen neh- 
men nach Zugabe von Zink sehr schnell zu. Synthetisches Tryptophan wird 
von gesunden wie zinkmangelkranken Blattern in gleicher Weise in aktiven 
Wuchsstoff umgewandelt. Daraus schlieBt Tsui, da das Zink wohl fiir 
die Synthese des Tryptophans direkt notwendig ist, aber nur in indirekter 
Weise auch fiir die Synthese des Wuchsstoffes. 

Bei den bekannten Zusammenhangen zwischen Wuchsstoffwirkung und 
Wasserpermeabilitat ist es nicht verwunderlich, da einem geringen Wuchs- 
stoffgehalt auch ein verminderter Wassergehalt bei Zinkmangelpflanzen 
parallel geht. Tsui (1948) konnte bei der Tomatenpflanze auch diese 
Zusammenhange nachweisen und feststellen, da der Wassergehalt der 
Zinkmangelpflanzen stets um einige Prozent niedriger ist als der mit Zink 
versorgter Kontrollpflanzen. Zwei Tage nach der Zugabe von Zink war der 
Wassergehalt der Tomatenpflanzen erhéht. Gleichzeitig wurde ein Anstieg 
im Langenwachstum der Pflanzen sichtbar. Messungen des osmotischen 
Druckes der Zellen ergaben zudem héhere Werte bei den Zinkmangel- 
pflanzen als bei den Kontrollpflanzen, denen geniigend Zink zur Verfiigung 
stand. 

Einige Arbeiten bringen auch noch den Nachweis, da das Zink die 
Samenentwicklung férdert. Diese Wirkung des Zinks wurde von Reed 
(1942) bei Versuchen mit Erbsen, Bohnen und Hirse und von Wood und 
Sibly (1950) bei Versuchen mit Hafer beobachtet. Vichting (1953) 
stellte fest, da das Maiskorn einen Zinkgehalt von 29 y Zink je Gramm 
Trockengewicht aufweist, wovon der wesentlichste Teil im Embryo und 
nur ein kleinerer Teil im Endosperm lokalisiert ist. Auch die Fruchtbildung 
bei den Tomaten wird durch Zink geférdert. Nicht nur Zahl und Gewicht 
der Friichte werden verbessert, sondern auch z. B. der Gehalt der reifen 
Tomaten an Vitamin C, wie Govindan (1952) berichtet. 

Recht interessant sind auch die verschiedentlich aufgedeckten Beziehun- 
gen zwischen der Mikroorganismenwelt des Bodens und dem Auftreten 
von Zinkmangelerscheinungen im Freiland und im Experiment. C han d- 
ler und Mitarb. (1932) sowie Hoagland und Mitarb. (1936) vermuten, 
daf in einigen, nicht in allen Fallen das Auftreten von .mottle leaf* bei 
Citrusbiumen mit der Anwesenheit von bestimmien Bakterien im Boden 
zusammenhiangt, von denen sie annehmen, daft sie giftige Stoffe in den 
Boden ausscheiden, die u. a. durch Zink ausgefallt werden. Durch die damit 
verbundene Festlegung des Zinks im Boden entsteht ein Mangel an auf- 
nehmbarem Zink fiir die Pflanzen. In schweren Fallen von ,,mottle leaf* 
sind moglicherweise auch die giftigen Ausscheidungen der Bakterien selbst 
an der Schadigung der Baume beteiligt. Ark (1937) wies dann nach, daf 
eine Sterilisierung des Bodens durch verschiedene Methoden die gleiche 
giinstige Wirkung hat wie die Diingung mit Zinksulfat. Er vermochte aus 
den Boden zwei Bakterienarten zu isolieren, die in der Lage waren, gesunde 
und in zinkhaltiger kompletter Nahrlésung wachsende Maispflanzen sowie 
junge Aprikosen- und Walnufsimlinge zu schadigen. Durch die Zugabe 
weiterer Zinkmengen zur Nahrlésung beim Mais oder durch die Injektion 
von Zink in die Stimme der jungen Obstbaume konnten die Krankheits- 
erscheinungen wieder zum Verschwinden gebracht werden. 

In diesem Zusammenhang ist auch die Arbeit von Véchting (1955) 
von Interesse, wenngleich die Problemstellung nicht unmittelbar mit den 
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vorher geschilderten Versuchen in Verbindung gebracht werden kann. 
Véchting fiihrte Versuche mit Mischkulturen von Mais und Aspergillus 
niger aus. Es wurden dabei antagonistische Beziehungen in der Weise fest- 
gestellt, da& jeweils nur ein Partner auf Kosten des anderen normal zu 
wachsen vermochie. Aspergillus niger hemmte deutlich die Entwicklung und 
die Zinkaufnahme beim Mais. Auch hier wird die Ansicht vertreten, daf 
der Pilz Stoffe in die Nahrlésung ausscheidet, die die Maispflanzen schidi- 
gen. Hier handelt es sich aber um Erscheinungen, die nicht mit Zinkmangel- 
symptomen identisch sind, wenn auch die Zinkaufnahme reduziert war. 

Die Arbeiten zeigen aber, da& Spurenelementmangel im Boden nicht nur 
durch Ausfillungen als Folge einer ungiinstigen Bodenreaktion eintreten 
kann, sondern daf auch die Ausfallung giftiger Ausscheidungen von Mikro- 
organismen durch Metallionen zu einer Verarmung des Vorrates an auf- 
nehmbaren Mengen wichtiger Spurenelemente fiihren kann. Daneben kén- 
nen natiirlich auch die giftigen Ausscheidungen direkt schadigend wirken, 
doch wird man diese Wirkungen wohl in den meisten Fallen von der Aus- 
wirkung des Spurenelementmangels in der Pflanze unterscheiden kénnen. 
Der ganze Fragenkomplex der Mangelerscheinungen als Folge eines Feh- 
lens von Spurenelementen bedarf aber einer erneuten griindlichen Bear- 
beitung auch unter der Beriicksichtigung der Beteiligung von Mikroorganis- 
men. Das ist eine Forderung, die durch entsprechende Beobachtungen 
bei der Mangan- und Kupferernihrung bzw. deren Mangelerscheinungen 
bei den Pflanzen unterstrichen wird. Es sei hier auf die Arbeiten von 
Mulder (1940 u. a.) beziiglich des Kupfers und von Gerretsen (1937) 
und Timonin (1950) beziiglich des Mangans verwiesen. 

AbschlieBend darf gesagt werden, da die im vorstehenden beschrie- 
benen mannigfaltigen Einfliisse des Zinks auf das Pflanzenwachstum und 


die vielen Symptome morphologischer, histologischer, cytologischer und 
cytochemischer Natur bei Zinkmangel uns zu der Fesistellung berechtigen, 
da® wir es beim Zink mit einem Spurenelement zu tun haben, dessen 
Unentbehrlichkeit fiir eine normale Entwicklung der Pflanzen auRer Zwei- 
fel steht. 
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Ringférmige Zellinhaltskérper bei Spirogyra maxima 


Von 


Oswald Kiermayer 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingelangt am 20. Januar 1955) 


Die Erforschung artspezifischer Zellinhaltskérper stellt heute zweifel- 
los eine der wichtigsten Aufgaben der Zellanatomie dar. Wahrend man in 
Zellen héherer Gewebepflanzen bereits eine grofe Anzahl verschieden- 
artiger Inhaltskérper, sei es in Form von Kristallen, amorphen Klumpen 
oder bestimmt geformten K6érpern verschiedener chemischer Art, finden 
konnte, liegen bei Algen, zumal bei den Konjugaten, noch verhaltnismafig 
wenige Berichte iiber derartige Inhaltskérper vor. Es ist daher gerade in 
dieser Pflanzengruppe notwendig, spezifischen Zelleinschliissen, die viel- 
leicht auch zur systematischen Charakterisierung von Algen herangezogen 
werden kénnten, besondere Aufmerksamkeit zu schenken. 


In nachfolgender kurzer Mitteilung soll iiber einen eigenartig geform- 
ten Zellinhaltskérper bei Spirogyra maxima (Hassell) berichtet werden. 

Im April 1954 stand mir ein artenreiches Spirogyra-Material, das von 
verschiedenen Exkursionen eingebracht worden war und zu zellphysiologi- 
schen Untersuchungen am Pflanzenphysiologischen Institut kultiviert wurde, 
zur Verfiigung. Dichte Algenwatten stammten aus einem alten Ziegelteich 
in Médling bei Wien’ und wurden von Dr. I. Lenk (1954) nach 
Transeau (1951) als Spirogyra maxima (Hassell) bestimmt. 

Bei genauer mikroskopischer Betrachtung der Einzelzellen fiel auf, daB 
bei dieser (und nur bei dieser) Art jede Zelle eines Fadens an einer be- 
stimmten Stelle im wandstandigen Plasmaschlauch eigenartige 
Koérperchen aufwies. Die Gebilde waren farblos, etwas stirker licht- 
brechend als ihre Umgebung, 12 bis 18 « lang und 6 bis 10 « breit. 

Die Formen dieser Kérperchen zeigten gréRte Mannigfaltigkeit: Am 
haufigsten konnte man ovale, in der Aufsicht ringférmige Gebilde fest- 
stellen (Abb. 1, 2), die, von der Seite her betrachtet, sanduhr- oder biskotten- 
foérmig erschienen (Abb. 3). Diese ,,Grundform“ war aber in vielen Fallen 


' Legit cand. phil. Walter Wimmer. 
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so stark abgewandelt, daff sich die ,,Ringkérper“, seitlich betrachtet, oft 
haken-, spulen- oder ambofférmig ausnahmen. Wie auf Abb. 4, a—o er- 
sichtlich, erscheinen die Gebilde in der Seitenansicht durch eine beiderseitige 


Abb. 1. Ovaler Ringkérper bei Spirogyra maxima in der Aufsicht. In der Mitte 
des Gebildes ist deutlich eine Einschniirung zu erkennen. Photographiert bei Im- 
mersionsvergréferung 1200 X. 


tiefe Einschniirung in der Mitte aus zwei Teilen zusammengesetzt. Der 
Isthmus“ zwischen den beiden Teilen ist meist sehr eng (Abb. 4 a, f), wird 


. 
} 
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Abb. 2. Derselbe Ringkérper wie in Abb. 1, jedoch bei schriger Beleuchtung. Die 
zentrale Eindellung sowie ein oberer und unterer Hocker deutlich sichtbar. 


aber in einigen Fallen durch eine hellere Masse stark verbreitert 
(Abb. 4c, d, h). 

Neben diesen einfachen Formen liefen sich haufig auch zusammen- 
gesetzte, spharitahnliche Gebilde beobachten (Abb. 4f, m), die in einigen 
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Fallen zierliche, oft bizarr anmutende Stacheln oder Zacken trugen 
(Abb. 4m). 

Die genannten Ringkérper fanden sich meist in Einzahl, vielfach aber 
auch bis zu sechs im wandstandigen Plasmaschlauch einer Zelle, wo sie von 
der Plasmastrémung leicht mitbewegt wurden. Es konnte haufig beobachtet 
werden, da neben einem grofen, deutlich sichtbaren Kérperchen noch 
mehrere kleine, oft .schemenhaft* sichtbare Gebilde lagen, die sich von 
ihrer Umgebung nur undeutlich abhoben, trotzdem aber schon die typische 
Ringgestalt zeigten. Diese ,schemenhaften“ Kérper verhielten sich, wie 
spater noch gezeigt werden wird, gegen Vitalfarbstoffe anders als die 
groRen, deutlich sichtbaren. 

Bei ein und demselben Zellfaden fanden sich die Ringkérper stets an 
derselben Stelle jeder Einzelzelle, was wahrscheinlich auf das Absinken der 

Koérper in Richtung der 
Schwerkraft = zuriickzu- 
fiihren ist. Bei Zentri- 
fugierung der Zellen 
(1 Minute bei 2500 Tou- 
ren) verlagerten sich die 
KGrperchen stark zentri- 
fugal. 

Wurde eine Spyro- 
gyra-Zelle durch mafigen 
Druck mittels einer Pra- 
pariernadel auf das Deck- 
glas zerdriickt, wodurch 
der Zellinhalt aus der 
Zelle herausquoll, so 
zeigte sich, da die K6r- 
Abb. 3. Der Inhaltskérper bei Spirogyra maxima in perchen im Wasser un- 
der Seitenansicht. Der Ringkérper ist mit Toluylen- l6slich sind. Bei noch 
blau (1: 15.000, pH 10.1) gefiarbt. Rechts neben dem starkerem Druck geben 
ambofférmigen Gebilde ist ein ungefarbter, nur sie sich als feste, kom- 
»schemenhaft* sichtbarer Kérper festzustellen. Photo- pakte Kérper zu erken- 
graphiert bei ImmersionsvergréRerung 1200X. nen, die schlieRlich in ein- 
zelne_ scharf gekantete 

Teilstiicke zerfallen. 

Im Polarisationsmikroskop erscheinen die Ringkérper sehr stark do p- 
pelbrechend. 

Um iiber die chemische Natur dieser Gebilde Aufschliisse zu erhalten, 
wurden mikrochemische und vitalfarberische Reaktionen durchgefiihrt: 


Chemische Reaktionen 


1. 10% HCl: Rund um die Gebilde entstehen kleinste Kérnchen. Die 
KGrper selbst lésen sich unter Kérnchenbildung vollkommen auf und sind 
nach ca. 5 Minuten nur mehr als stark granulierte, unfoérmige Masse zu 
erkennen. 

2.5% H,SO,: Auflésung der Ringkérper unter Kérnchenbildung. 

3. Konz. Ammoniak: Kérper unléslich; nach vollkommener Desorgani- 
sation des Zellinhaltes Kérperchen normal erhalten. 

4. Millonsches Reagens: Kérper gelbbraun gefarbt, etwas verquollen. 

5. Karmin-Essigsaure: nach langerer Zeit Auflésung der Kérperchen. 
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. Sudan III: keine Farbung. 


. Kaliumbichromat: Kérper unveriandert. 
. Jodjod-Kali: keine Anfarbung. 

. Chlorzinkjod: keine Anfarbung. 

. Athylalkohol: Kérper unldslich. 


. Xylol: Kérper unldslich. 
. Glyzerin: Koérper unléslich. 


Vitalfarberische 
Nachweise 


1. Neutralrot (1 : 15.000, gelést 
in Wiener Leitungswasser, pH um 
7,8): Kérper farben sich rot an. 

2. Brillantkresylblau (1:15.000, 
gepuffert auf pH 10,1): Korper- 
chen farben sich violettblau an. 

3. Toluylenblau (1 : 15.000, ge- 
puffert auf pH 10,1): Selektiv- 
fairbung der Korperchen. Wah- 
rend der iibrige Zellinhalt voll- 
kommen farblos bleibt, farben 
sich die Ringkérper intensiv 
blau an. 

4, Rhodamin B (1 : 5000, gelést 
in Aqua dest.): Kérperchen leicht 
rot gefarbt. Im UV-Licht schwache 
rote Fluoreszenz. (Die Kérper zei- 
gen keine Eigenfluoreszenz.) 

Wie bei Vitalfarbeversuchen 
festgestellt werden konnte, neh- 
men stets nur die groBen, deutlich 
ausgebildeten Ringkérper eine 
Farbung an, wahrend die ,sche- 
menhaft* sichtbaren Gebilde u n- 
gefarbt bleiben (Abb. 3). Viel- 
fach sind rund um die Ké6rper 
kleine, stark gefarbte Kérnchen, 
die sich in lebhafter BMB befin- 
den, festzustellen. An Stelle der 
Ringkérper war in einigen Zellen 
eine groRe Anzahl _gefarbter 
Kriimel in lebhafter BMB zu 


sehen. 
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Abb. 4, a—h. Verschiedene Formen des 
Ringk6érpers in der Seitenansicht. Bei c, d, 
f und h ist der ,,Isthmus* durch eine hellere 
Masse verbreitert; i und j: die typische 
Form des Ringkérpers in der Aufsicht; 
k, l, n, o: zusammengesetzte Kérper in der 
Seitenansicht; m: spharitartiger Ké6rper 

(Seitenansicht) mit Stacheln. 


Zusammenfassung 


In den Zellen von Spirogyra maxima (Hassell) konnten im wandstindi- 
gen Plasmabelag eigenartige, in der Aufsicht ovale Ringkoérper fest- 
gestellt werden, die, seitlich betrachtet, sanduhr- oder biskottenférmig er- 
schienen. Die Form der 12 bis 18 u langen und 6 bis 10 u breiten Kérper- 
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chen zeigte groe Mannigfaltigkeit und wich oft stark von der genannten 
charakteristischen Gestalt ab. 

Die Kérperchen sind in Wasser, konzentriertem Ammoniak, Alkohol, 
Xylol und Glyzerin bestandig, lésen sich dagegen in verdiinnter Salz- oder 
Schwefelsiure unter Kérnchenbildung auf. Die Starkereaktion mit JJK 
verlief negativ. 

Mit Vitalfarbstoffen wie Neutralrot, Brillantkresylblau, Toluylenblau 
und Rhodamin B zeigten die Kérper starke Anfarbung. Besonders Toluylen- 
blau, ein fiir Vitalfirbeversuche noch wenig verwendeter, jedoch sehr 
brauchbarer Farbstoff (vgl. Kiermayer 1955) wird von den Ring- 
kérpern selektiv gespeichert und ist deshalb zu deren Nachweis ganz 
besonders geeignet. 

Die Kérperchen zeigten ferner im Polarisationsmikroskop starke D o p- 
pelbrechung. 

Nach der eigenartigen Gestalt, der starken Doppelbrechung sowie der 
Farbbarkeit durch Vitalfarbstoffe erscheint ein Vergleich der Ringkérper 
mit .Lipoid- oder Phytosteringebilden“ gerechtfertigt. Solche fand 
Scharinger (1936) in den Epidermiszellen der Bliitenblitter verschie- 
dener Ranunculaceen. Sie zeichneten sich durch ihre eigenartige Gestalt, 
eine starke Doppelbrechung und durch die Farbbarkeit mit Vitalfarbstof- 
fen aus. Ahnliche Kérper beschreibt auch Guilliermond (1937) in der 
Epidermis der Zwiebel von Lilium candidum und bei Saprolegnia. P ri bik 
(1947) findet bei Resistenzversuchen mit Spurenelementen bei Helleborus 
niger, Paeonia officinalis und Convallaria majalis ringformige Phytosterin- 
gebilde. 

Auf Grund der ahnlichen Eigenschaften der bei Spirogyra maxima vor- 
gefundenen Ringkérper und der genannten Phytosteringebilde diirfen 
erstere, mit aller Zuriickhaltung, als ahnliche lipoidartige Gebilde angesehen 
werden. Da allerdings mehrere chemische Reaktionen gegen diese Annahme 
sprechen, miissen bis zur vollstandigen Charakterisierung der Inhaltskér- 
per noch weitere Untersuchungen abgewartet werden. 
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Referate 


Rieger, R., und A. Michaelis: Genetisches und cytogenetisches W6rter- 
buch. Herausgegeben von H. Stubbe. Mit 59 Abb., IV, 140 S. (Der 
Ziichter, 2. Sonderheft.) DM 23.50 (Vorzugspreis fiir Bezieher des ,,Ziich- 
ter“ DM 18.80). Berlin-Géttingen-Heidelberg: Springer-Verlag 1954. 


In einer Wissenschaft, die sich in wenigen Jahrzehnten so gewaltig ent- 
wickelt hat wie die Genetik, wimmelt es von Fachausdriicken, die den For- 
schern und Lehrern der benachbarten Disziplinen noch nicht recht in Fleisch 
und Blut iibergegangen sind. Durch die Fiille dieser ,.fremdworte* wird 
die Lektiire der genetischen Literatur fiir alle, die nicht selbst auf diesem 
Gebiete arbeiten oder die sich erst einarbeiten wollen, auferordentlich er- 
schwert und die Genetik bleibt so manchen ein durch Termini technici 
versiegeltes Buch. Das ist ein unhaltbarer Zustand. Bei der eminenten Be- 
deutung der Genetik und Cytogenetik fiir Theorie und Praxis der verschie- 
densten biologischen Facher war es von héchster Dringlichkeit, ein Mittel 
zu finden, da diese Siegel lést und so den Weg in dieses wundervolle 
Land auch den Nicht-Spezialisten freigibt. Es konnte kein besseres Mittel 
dazu gefunden werden, als ein W6rterbuch zu schaffen, das alle die 
Fachausdriicke erlautert, die aus den klassischen Sprachen gebildet oder 
modernen Sprachen, besonders dem Englischen, entnommen sind und vor 
denen so mancher Biologe bisher ratlos und hilflos stand. 2500 Fachaus- 
driicke sind in diesem verdienstvollen Buche aufgenommen; sie sind in 
zwar knapper, aber wirklich praziser und klarer Weise erértert. Mit diesem 
Worterbuch in der Hand werden sich viele an das Studium der geneti- 
schen Literatur heranwagen, die sich bisher durch die genetische ,,Fremd- 
sprache“ abschrecken liefen. Bei den einzelnen Stichwoértern des Worter- 
buches wurde, ,,wo immer méglich“, auch der Autor und das Jahr genannt, 
in dem der Terminus gepragt wurde, in anderen Fallen beziehen sich Name 
und Jahreszahl in dem sehr ausfiihrlichen Schriftenverzeichnis auf eine 
Publikation, in der weitere Literatur angefiihrt wird. Der Fernerstehende 
wird dabei allerdings leider nicht immer wissen, ob der angefiihrte Autor 
der Schépfer der betreffenden Bezeichnung ist. Die in nicht geringer Zahl 
beigegebenen schematischen Skizzen sind ausgezeichnet und erleichtern ganz 
wesentlich das Verstindnis der ja oft recht komplizierten Verhaltnisse. 
Kleine Schénheitsfehler kommen natiirlich auch in diesem Wéorterbuche 
vor, so wenn es unter .,Plastiden“ heif®t: Selbstteilungskérper, die Trager 
bestimmter Farbstoffe sind: a) Chloroplasten, b) Chromoplasten, c) Leuco- 
plasten, wobei die Definition auf die Leucoplasten natiirlich nicht zutrifft. 


F. Weber (Graz). 


Schussnig, Bruno: Grundri® der Protophytologie. Mit 407 Abb. im Text. 
VIII, 310 S. Jena: G. Fischer. 1954. Geb. DM 28.—. 


Das bekannte, durch die Eigenart der Darstellung und die erstaunliche 
Verarbeitung eines schwer zu iibersehenden Schrifttums hervorragende 
.. Handbuch der Protophytenkunde“* des Verfassers hat in dem vorliegenden 
Werk ein Seitenstiicc besonderer Pragung erhalten. Die ,.ErschlieBung des 
Werdeganges im Gestaltungsgeschehen* wurde hier in den Vordergrund 
gestellt. Daraus ergab sich die Gliederung in die Hauptabschnitte: 1. Die 
Gestaltung bei den einzelligen Protobionten, 2. Die Gestaltung bei den 
coenoblastischen Protophyten, 3. Die Gestaltung bei den polyblastischen 
Protophyten, wozu als Anhang gestellt wird: Die Gestaltung bei den Charo- 
phyten. — Die durch vorireffliche Abbildungen unterstiitzte Anschaulich- 
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keit des Gebotenen erleichtert das Verstandnis des mit bewundernswiirdiger 
Stoffbeherrschung und in fliissigem Stil vorgetragenen Textes, der freilich 
mit einer geradezu erdriickenden Anzahl neuer KF achausdriicke belastet ist. 
Die neuen Ergebnisse der Zellforschung mégen vielleicht auf vielen Ge- 
bieten sonst nicht auszuwerten sein; aber der Referent bezweifelt, ob eine 
solche Fiille verschiedenster Termini fiir den Rahmen eines Grundrisses 
unbedingt notwendig ist. Er halt es weiters fiir wenig zweckmifiig, seit 
langem eingefiihrte und gewissermaften abgebrauchte Ausdriicke in einem 
neuen Sinne zu verwenden, z. B. ,,Promyzel“ nicht nur fiir Brandpilze und 
Rostpilze, sondern auch fiir Monoblepharis, oder ,Gonidien“ oder gar 
.Samenknospe*, worunter der Verfasser den oft als Antheridium ange- 
sprochenen Spermogonienstand von Chara versteht. Daf iibrigens bei Chara 
die von den Knoten der Langtriebe ausgehenden Berindungsschlauche 
»positiv geotropisch“ wachsen und mehrkernig werden, ist wohl ein Irrtum; 
auch verlaufen die Berindungsschliuche der Eizelle nicht ,,spiralig“, son- 
dern schraubig. Sprachlich zu verbessern waren u. a. ,,Nodien“ bzw. ,,das 
Nodium“ in Nodi bzw. Nodus, hingegen ,,Capitulus* selbstverstandlich in 
Capitulum. Wohin der teilweise Verzicht auf eine klare Trennung von 
Phasenwechsel und Generationswechsel fiihrt, zeigt die recht verwickelte 
Schilderung der Fortpflanzung der Rotalgen, wobei sogar der Begriff ,,Tri- 
phasische Rhodophyceen“ angewendet wird. In einem ausdriicklich der 
studierenden deutschen Jugend gewidmeten Werk sollte in einer neuen 
Auflage die iibergroRe Zahl unnétiger Mode- und Fremdwiorter, wie z. B. 
»Dehydratation“, ,interpoliert*, ,inhibiert“*, manifest“, ,opportun*, ,,in 
komparativer Hinsicht*, ,abbreviativ einkonstruiert“ usw. usw., wenigstens 
verringert werden. Dann wird man dieses vom Verlag vorziiglich aus- 
gestattete Buch als eine wertvolle, sehr willkommene, moderne Einfiihrung 
in das Reich der Thallophyten um so mehr zu schatzen wissen. 


F. Widder (Graz). 


Ubisch, Leopold von: Entwicklungsprobleme. IV, 196 Seiten, 65 Abb. im 
Text. Jena: VEB Gustav Fischer Verlag 1953. Brosch. DM 12.70. 


Die inhalts- und gedankenreiche Schrift formuliert die behandelten Pro- 
bleme mit grofer Klarheit und Prizision, sie ist in drei Hauptteile geglie- 
dert: I. Plasmareifung. II. Determinationsproblem. III. Gradiententheorie 
und Zuordnungsproblem. Das Wesen der Eireifung darf nicht nur in den 
Vorgingen der Kernreifung gesehen werden, sie setzt sich vielmehr aus den 
Vorgangen der Plasmareifung und der Kernreifung zusammen. Dabei 
gehen Veranderungen in der plasmatischen Struktur des reifenden Eies 
vor sich, die Verteilung der Einschlu&substanzen im Ei ist bedingt durch 
die Struktur der plasmatischen Grundsubstanz, die EinschluRsubstanzen 
selbst haben im allgemeinen keine direkte organogenetische Bedeutung. Die 
Determination beruht nicht auf einer Sonderung organbildender Stoffe auf 
die einzelnen Zellen oder Keimbezirke, sie ist vielmehr bedingt durch die 
Struktur des Grundplasmas. Der Grad der Regulationsfahigkeit ist davon 
abhangig, ob und wie lange die Grundplasmastruktur nach St6rungen ver- 
anderlich ist und wieweit die urspriingliche Struktur wieder hergestellt 
werden kann. Das Plasma bestimmt, welche Differenzierungsrichtung ein 
Kern einschlagt, d. h. welcher Teil seines Genoms in der betreffenden Zelle 
wirksam wird. Nach einer kritischen Erérterung der Gradiententheorie von 
Child bis Daleq wird die vom Autor entwickelte Zuordnungshypothese 
dargelegt. Sie besagt, da die Gradienten Zustandsgefille der Grundsub- 
stanz des Cytoplasmas sind. Worin diese Gefialle bestehen und wie sie ent- 
stehen, bleibt allerdings unbekannt, hypothetisch ist natiirlich auch die 
Annahme der Zuordnung der Gene zu den Plasmabezirken. Die Hypothese 
hat aber zweifellos heuristischhen Wert und gibt so Impulse zu weiterer 
Forschung. F. Weber (Graz). 
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Protoplasmatologia 
Handbuch der Protoplasmaforschung 


Unter Mitwirkung hervorragender internationaler Fachleute herausgegeben von 


L. V. Heilbrunn und F. Weber 
Philadelphia Graz 


In 14 Banden 


Das Handbuch erscheint in selbstandigen Hinzelverdffentlichungen, die in kurzen Zeitabstinden 

aufeinanderfolgen und zu Banden vereinigt werden. Jeder selbstindig erscheinende Handbuch- 

teil ist einzeln kéduflich. Uber die Disposition des Gesamtwerkes und die nédchsten Verdéffent- 

lichungen gibt der Verlag bereitwilligst Auskunjt. Bei Verpflichtung zur Abnahme des gesamten 

Handbuches, bei Vorbestellung der einzelnen Teile sowie fiir Abonnenten der Zeitschrift ,,Pro- 
toplasma“ ermafigt sich der Preis um 20°), 























Soeben erschienen: 


Band XI/2: Protoplasmatische Pflanzenanatomie. Von Dr. Lotte Reuter, Privat- 
dozent der Universitat Wien. Mit 64 Textabbildungen. IV, 131 Seiten. Gr.-8°. 1955. 

8 204.—, DM 34.—, $8.10, sfr. 34.80 

Vorbestellpreis, giiltig bis 31. August 1955: S 163.—, DM 27.20, $6.50, sfr. 27.80 


Band II/B/2/c: The pH of Plant Cells. By Prof. Dr. James Small, The Queen’s 

University Belfast, Department of Botany. — The pH of Animal Cells. By Professor 

Dr. Floyd J. Wiercinski, Hahnemann Medical College, Department of Physiology, Phi- 
ladelphia/Pa. With 10 figures. IV, 172 pages. Gr.-8°. 1955. 

8 270.—, DM 45.—, $ 10.70, sfr. 46.— 

Vorbestellpreis, giiltig bis 31. August 1955: S 216.—, DM 36.—, $ 8.55, sfr. 36.80 


Demnichst erscheinen: 


Band VIII/7/a: Active Transport through Animal Cell Membranes. By Paul G. 

LeFevre, Medical Branch, Division of Biology and Medicine, U. 8. Atomic Energy Com- 
mission, Washington, D.C. With 31 figures. Approx. 140 pages. Gr.-8°. 1955. 

8 228.—, DM 38.—, $9.—, sfr. 38.70 

Vorbestelipreis, giiltig bis 30. September 1955: S 182.40, DM 30.40, $ 7.20, sfr. 31.— 


Band X/1: Red Cell Structure and Its Breakdown. By Prof. Dr. Eric Ponder, 
The Nassau Hospital, Mineola, N. Y. With 58 figures. Approx. 140 pages. Gr.-8°. 1955. 


8 240.—, DM 40.—, $ 9.50, sfr. 40.90 
Vorbestellpreis, giiltig bis 30. September 1955: 8 192.—, DM 32.—, $7.60, sfr. 32.70 





Zu beziehen durch jede Buchhandlung 





